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KOLON KANSERİ HÜCRELERİNİN MEZENKİMAL-EPİTEL DÖNÜŞÜMÜ 

SÜRECİNDE EPİGENETİK DEĞİŞİMLERİN ARAŞTIRILMASI 

 

ÖZ 

 

 

Kolorektal kanser (KRK), tüm dünyada en yaygın kötü huylu tümörlerden biridir. 

KRK genel anlamda tedavisi olan bir kanser türüdür ancak kanserin metastaz yapması 

hastalığın seyrini kötü etkilemektedir. Kanser metastazı ile bağlantılı olan önemli bir 

biyolojik süreç epitel mezenkimal dönüşümdür (EMT). Bu sebeple EMT-MET 

sürecini aydınlatmak kanser ölümlerinin en önemli sebebi olan metastazın 

aydınlatılması için önemli bir adımdır. Pek çok kanıt, normal hücreler ve tümör 

hücrelerinde EMT'nin DNA dizisindeki değişimler sonucu değil, epigenetik bir süreç 

olarak düzenlendiğini göstermektedir. 

 

Bu çalışmada bir kolon kanseri hücre hattı HT-29 kullanılarak kendiliğinden MET 

ve EMT geçirebilen yeni bir model oluşturulmuştur. HT-29 MET-EMT hücre 

modelinde üç tip alt popülasyon, atasal, epitel ve mezenkimal, elde edilmiş ve bu alt 

popülasyonlar epitel mezenkimal belirteçler, histon modifikasyonları, epigenetik 

düzenleyiciler, ilaç direnci ve hücre çoğalması açısından karakterize edilmiştir. 

 

Yapılan çalışmalar sonucunda epitel belirteçlerin epitel hücrelerde, mezenkimal 

belirteçlerin ise mezenkimal ve atasal hücrelerde arttığı gözlenmiştir. Oluşturulan 

MET-EMT modelinde epitel hücrelerde baskılayıcı histon işareti artarken tetikleyici 

histon işareti azalmaktadır. Yine epitel hücrelerde EZH1, CBX-4, CBX-7 miktarları 

artarken, CBX-8 ve EZH2 miktarları ise azalmıştır. MET-EMT modelinde 5-

fluorourasil ve oxaliplatin için istatistiksel olarak anlamlı değilse de mezenkimal 

hücrelerde daha yüksek direnç gözlenmiştir. Hücre canlılığı ise atasal ve mezenkimal 

grupta epitel gruba göre çok daha yüksek çıkmıştır. Çalışma, kolon kanserinde ve 

MET-EMT sürecinde epigenetik mekanizmaların aydınlatılması ve yeni tedavi 

hedeflerinin tespit edilmesi yolunda önemli bir adımı oluşturmaktadır. 
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INVESTIGATION OF THE EPIGENETIC CHANGES DURING 

EPITHELIAL-MESENCHYMAL TRANSITION OF COLON CANCER 

CELLS 

 

ABSTRACT 

 

 

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common malignant tumors worldwide. 

CRC is a type of cancer that is generally curable, but metastasis of the cancer adversely 

affects the course of the disease. An important biological process associated with 

cancer metastasis is epithelial mesenchymal transition (EMT). For this reason, 

elucidating the EMT-MET process is an important step towards elucidating metastasis, 

which is the most important cause of cancer deaths. Much evidence indicates that EMT 

in normal cells and tumor cells is regulated as an epigenetic process, not as a result of 

changes in DNA sequence. 

 

In this study, a new model that can spontaneously undergo MET and EMT was 

created using a colon cancer cell line HT-29. Three types of subpopulations, ancestral, 

epithelial, and mesenchymal, were obtained in the HT-29 MET-EMT cell model, and 

these subpopulations were characterized for epithelial mesenchymal markers, histone 

modifications, epigenetic regulators, drug resistance, and cell proliferation. 

 

It was observed that epithelial markers increased in epithelial cells and 

mesenchymal markers increased in mesenchymal and ancestral cells. In this MET-

EMT model, while the suppressor histone sign increases in epithelial cells, the 

activating histone sign decreases. In addition, the protein amounts of EZH1, CBX-4, 

and CBX-7 has increased in epithelial cells, while the amounts of CBX-8 and EZH2 

has decreased. For 5-fluorouracil and oxaliplatin in the MET-EMT model, higher 

resistance was observed in mesenchymal cells, although not statistically significant. 

Cell viability was much higher in the ancestral and mesenchymal groups than in the 

epithelial group. The study constitutes an important step towards elucidating the 



 

viii 
 

epigenetic mechanisms and identifying new treatment targets in colon cancer and the 

MET-EMT process.  

 

Keywords: Epigenetic, epithelial-mesenchymal transition, drug resistance, colon 

cancer, polycomb protein 
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BÖLÜM BİR 

GİRİŞ 

 

1.1 Bağırsak Yapısı ve Farklılaşması 

 

Otuz m²’den büyük (Helander ve Fändriks, 2014) yüzey alanı ile insan bağırsak 

yolu vücudumuzdaki en büyük ikinci epitelyumu oluşturur (Gehart ve Clevers, 2019). 

Bağırsak epiteli milyonlarca kript-villus birimine ayrılmıştır. Bir birim, bağırsak 

duvarının parmak benzeri bir çıkıntısı olan bir villus ve çevresinde kript adı verilen 

çok sayıda girintilerden oluşur (Gehart ve Clevers, 2019). 

 

Epitel yapı, emici (enterositler ve M hücresi) ve salgılayıcı (Paneth, goblet, 

enteroendokrin ve küme hücresi) soylarına ayrılan altı farklı olgun hücre tipinden 

oluşur. Enterositler (emici hücreler) en çok bulunan bağırsak epitel hücreleridir. Bu 

hücreler, apikal yüzeylerinde sıkı bağlantılarla ilişkili fırça kenar zarlarının varlığı ve 

sukraz izomaltaz ve alkalin fosfataz gibi fırça kenarlı hidrolazların yapıda bulunması 

ile karakterize edilir. Mukus üretiminden sorumlu Goblet hücreleri, bağırsak epitelinin 

%5'ini oluşturur. Enteroendokrin hücreler, bağırsağın küçük bir bölümünü oluşturur 

ve belirli hormonlar üreterek gastrointestinal (GI) motilitesinde işlev görür. Paneth 

hücreleri çoğunlukla antimikrobiyal savunma ile ilgilidir. Bağırsak epitel hücrelerinin 

konumları, kript-villus ekseni boyunca farklılaşma durumlarına göre değişkenlik 

gösterir; altta farklılaşmamış hücreler ve üstte kriptlerin dibinde bulunan Paneth 

hücreleri hariç daha farklılaşmış hücreler bulunur (Barbara, van den Brink, ve Roberts, 

2003) (Şekil 1.1). 
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Şekil 1.1 Bağırsak yapısı (Gehart ve Clevers, 2019) 

 

Bağırsak farklılaşma programı, hücreler kriptten villusa göç ederken bağırsak 

kriptlerinin tabanı yakınında bulunan kök hücrelerin proliferasyonu ve ardından 

farklılaşması ile karakterize edilir (Barbara vd., 2003). Epitel tümörleri oluşturan 

hücreler, E-cadherin gibi epitele özgü genlerin ifadesinin kaybolduğu, çoğalma ve 

metastaz yapma yeteneği kazandığı farklılaşmamış bir fenotip gösterir (Johnson, 1999; 

Solanas vd., 2008). GI kanalın epiteli sürekli yenilenir ve kript-villus ekseni boyunca 

oldukça kontrollü olan farklılaşma programı, bağırsak homeostazının korunmasında 

önemli bir rol oynar (Barbara vd., 2003). Bağırsak epitel hücrelerinin dengeli ve 

sürekli oluşumunun moleküler mekanizması, tam olarak anlaşılamayan bir olgudur ve 

bu dengenin bozulması neoplastik dönüşüm ve malign büyüme ile sonuçlanabilir 

(Ilantzis, Demarte, Screaton, ve Stanners, 2002; Pignatelli vd., 1992; Solanas vd., 

2008). 
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1.2 Kolorektal Kanser 

 

Kanser, karmaşık ve çok yönlü bir hastalıktır. Temel olarak, proto-onkogenlerin 

aktivasyonu ve tümör baskılayıcı genlerin baskılanması ile işlev kaybına yol açan, 

DNA'daki mutasyonların ardışık olarak edinilmesiyle veya normal gen ifadesini 

koordine eden epigenomun düzensizliğiyle yönlendirilen genetik bir hastalık olarak 

görülmüştür (Katti, Diaz, Caragine, Sanjana, ve Dow, 2022; Sparmann ve Van 

Lohuizen, 2006). 

 

Kanser, çok hücreli canlıları 200 milyon yıldan fazla bir süredir etkilemiştir ve 

modern insanların ataları arasında bir milyon yıldan çok daha uzun geçmişe giden 

kanser kalıntıları vardır (Haberkorn, 2007). 

 

Çeşitli mutasyonlar veya düzensizlikler sonucu sağlıklı hücrenin kontrol 

mekanizmaları bozulmakta ve tümör oluşumu gözlenmektedir. Bu durum, kanserin 

morfolojik, moleküler ve metabolik düzeyde birçok parametreye bağlı olmasının 

yanında hücresel kontrolün bozulmasından kaynaklanan farklı bileşenlerin etkileşimi 

ile oluşan kompleks bir hastalık olduğunu göstermektedir (Hanahan ve Weinberg, 

2000, 2011; Weinberg, 2014). Pek çok farklı kanser tipi olsa da kanser hücrelerini 

diğer hücrelerden ayıran bazı ortak özellikleri vardır. Kanser hücrelerinin ayırt edici 

temel özellikleri olarak da ifade edilen söz konusu karakteristikler aşağıdaki şekilde 

belirtilebilir:   

1. Hücre döngüsü kontrol noktalarından kaçış  

2. Bağışıklık cevabından kaçış 

3. Sınırsız kopyalama 

4. Tümör tetikleyici kronik yangı 

5. Farklı dokulara göç ve istila  

6. Yeni damar oluşumunun artması 

7. Genomda kararsızlık ve mutasyonlar 

8. Hücresel ölüme karşı direnç 

9. Hücresel enerji metabolizmasının bozulması 

10. Sürekli büyüme sinyali aktifleşmesi 
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Sağlıklı hücre ile kanser hücresi arasında ortaya çıkan ilk temel farklılık, sağlıklı 

hücrenin doku ve organizmanın sağ kalımı için dikkatlice programlanmış olmasına 

karşılık, kanser hücresinin bu kontrolü kaybetmesi ve sadece kendisini çoğaltmaya 

yönelik programlaması olarak tanımlanabilir (Hanahan ve Weinberg, 2011; Weinberg, 

2014). Tümör kitlesi, sağlıklı doku ile kıyaslandığında, kanser hücreleri arasındaki 

yapısal düzensizlik dikkat çekmektedir. Hücrelerin çoğalmasını engelleyici ve yapısal 

formlarını düzenleyici mekanizmalar arasında yer alan hücre-hücre etkileşimi ve 

hücre-matriks etkileşimi kanser hücrelerinde ortadan kalkmaktadır. Kanser 

hücrelerinde sağlıklı hücrelere oranla tutunma yeteneği daha azdır. Bu durum, epitel 

hücrelerin yüzeyinde bulunan E-cadherin yapışma molekülü ifadesinin azalmasından 

kaynaklanmaktadır (Christofori ve Semb, 1999). Yapışma kapasitesi düşük olan tümör 

hücresinin hareket, istila ve metastaz potansiyeli artmaktadır. Kanser hücreleri, 

tutunma kapasitelerinin düşük olması sebebiyle çoğunlukla yuvarlak morfolojiye 

sahiptirler. Hücre-hücre etkileşimi sayesinde büyümekte olan hücrelerin birbiri ile 

teması sonucunda büyümelerinin engellenmesi gerçekleşmektedir. Bu durum, 

hücrelerin kontrollü çoğalmasını sağlayan önemli bir düzenleme mekanizmasıdır. 

Ancak kanser hücreleri azalmış hücre-hücre etkileşimi nedeniyle kontrolsüz olarak 

büyümeye ve çoğalmaya devam etmektedir (Cavallaro ve Christofori, 2000; Cooper 

ve Hausman, 2009; Yokota, 2000). 

 

Kolorektal kanser (KRK), dünya çapında en yaygın kötü huylu tümörlerden biridir. 

Kolorektal kanser erkeklerde en sık teşhis edilen üçüncü, kadınlarda en yaygın ikinci 

kanser konumunda olup dünya çapında kanser ölümlerinin dördüncü önde gelen 

nedenidir (Wang vd., 2017).  

 

Avrupa’da her yıl yaklaşık 250,000 yeni kolon kanseri vakası teşhis edilmekte olup 

söz konusu sonuç tüm malignitelerin yaklaşık %9’unu oluşturmaktadır (Labianca vd., 

2010). 

 

Dünya Sağlık Örgütü’nün (WHO) alt kuruluşu olan Uluslararası Kanser Araştırma 

Ajansına (IARC) göre Türkiye’de 2020 yılında yeni kanser vakası sayısı 233,834 ve 

kansere bağlı ölüm sayısı ise 126,335 olarak bildirilmiştir. Söz konusu veriler 
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incelendiğinde Türkiye’de kolorektal kanser hem erkekler hem de kadınlarda en sık 

görülen üçüncü kanser olarak ortaya çıkmaktadır (Şekil 1.2). 

  

 
 
Şekil 1.2 Türkiye’de 2020 yılı yeni vaka sayısı, her iki cinsiyet, her yaştan (Uluslararası Kanser 

Araştırma Ajansı) 

 

Kolorektal kanser (KRK), genetik ve çevresel faktörlerin etkileşiminden 

kaynaklanan heterojen bir hastalıktır ve dünya çapında en yaygın kanser türlerinden 

biri olsa da erken evrelerde tespit edilirse en iyileştirilebilir kanserlerden biri 

olabilmektedir (Nojadeh, Sharif, ve Sakhinia, 2018). Genetik mutasyonlar, diyet, 

bağışıklık sistemi ve mikrobiyota KRK gelişimi ve ilerlemesini etkiler (Nojadeh vd., 

2018). Dünya Kanser Araştırma Fonu ve Amerikan Kanser Araştırma Enstitüsü’nün 

yaptığı çalışmalara göre diyet ve fiziksel aktivite kolorektal kanserin önlenmesindeki 

iki önemli faktördür. Diyet, kolorektal kanser gelişimine etki eden önemli dış 

faktörlerden biridir (Labianca vd., 2010). 

 

'Klasik' kolorektal kanser oluşum modelinde, kanserlerin büyük çoğunluğu anormal 

bir kript ile başlayan ve daha sonra erken adenoma dönüşen bir polipten kaynaklanır. 

Adenom daha sonra gelişmiş adenoma (1 cm. boyutunda ve/veya villöz histolojiye 

sahip) dönüşür. Bu süreç, mutasyonların ve epigenetik değişikliklerin birikimi ile 

yönlendirilir ve oluşması 10-15 yıl sürer ancak belirli ortamlarda (örneğin, Lynch 

sendromlu hastalarda) daha hızlı ilerleyebilir. Özellikle, geleneksel tübüler 

adenomların histolojisi oldukça homojen olmasına rağmen, bu poliplerin moleküler 
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biyolojisi heterojendir, bu durum bazı adenomların neden kolorektal kansere 

ilerlediğini (poliplerin yaklaşık %10'u) ve bazılarının neden ilerlemediğini 

açıklayabilir (Kuipers vd., 2015). Kolonda, normal epitel hücrelerin 

adenokarsinomaya evrimi, büyük ölçüde histolojik ve eşzamanlı epigenetik ve genetik 

değişikliklerin birikmesi sonucu oluşur (Kuipers vd., 2015). 

 

Kolon kanseri genomlarının dizilenmesi, kolon kanseri genomunda bulunan 

yüzlerce mutasyondan yalnızca az sayıdaki gen mutasyonlarının işlevsel olarak önemli 

olduğunu ortaya çıkarmıştır (yaklaşık 13.000 genin analizi yapılmış ve kolon kanseri 

genomundaki yaklaşık 67 genin kodlama dizisindeki mutasyonların kolon kanseri 

oluşmasında rol oynadığı tespit edilmiştir). Mutasyon görülen genlerden 12 genlik bir 

alt kümenin, tek tek kanserlerde kanser oluşumuyla ilişkili olduğu öne sürülmüştür 

(Lao ve Grady, 2011). 

 

Kolorektal tümörler ile ilgili yapılan bir çalışmada, sağlıklı hücrenin kanser 

hücresine dönüşümünün başlangıç aşamalarında APC tümör baskılayıcı geninin 

mutasyonu ile hiperplastik morfolojinin ön plana çıktığı, daha sonra ise K-ras onkogen 

mutasyonu ile aşırı yolak aktivasyonunu gerçekleştirdiği, 18. kromozomda bulunan 

tümör baskılayıcı genlerde ve hücre döngüsünün durdurulmasında rol oynayan p53 

geninde oluşan mutasyonlar sonucunda, hücrenin malign fenotip kazandığı 

belirtilmektedir (Vogelstein vd., 1988) (Şekil 1.3). 
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Şekil 1.3 Kolon kanseri oluşumu (https://www.drahmetdobrucali.com) 

 

Kolorektal kansere neden olan çevresel ve genetik faktörler, kolon epitel hücresinde 

kanserin ayırt edici özelliklerinin kazanılmasını sağlar. Bu ayırt edici kanser 

özelliklerinin kazanılmasının bir yolu, onkogenleri aktive eden ve tümör baskılayıcı 

genleri etkisiz hale getiren genetik mutasyonların ve epigenetik değişikliklerin 

ilerletici birikimidir (Kuipers vd., 2015). Mutasyonlar ve epigenetik değişimler, 

genomik kararlılığın kaybına sebep olmaktadır. Bu durum kolondaki erken neoplastik 

lezyonların çoğunda gözlenmiştir ve muhtemelen kolorektal oluşumun başlangıcında 

ve oluşumunda merkezi bir moleküler ve patofizyolojik olaydır. Genomik ve 

epigenomik kararlılığın kaybı, onkogenlerde ve tümör baskılayıcı genlerde 

mutasyonların ve epigenetik değişikliklerin birikimini hızlandırırken bu durum malign 

özelliklere sahip daha agresif olan hücrelerin klonal genişlemesi ile kolon hücrelerinin 

malignant dönüşümüne sebep olmaktadır (Kuipers vd., 2015).  

 

KRK'de somatik mutasyonlar, genetik kararsızlık, gen birleşmeleri ve epigenetik 

değişiklikler dahil olmak üzere çeşitli patojenik mekanizmalar vardır. Etkili KRK 

tedavisi için hastalık mekanizmalarının daha fazla açıklığa kavuşturulması ve yeni 
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güçlü terapötiklerin geliştirilmesi halen ihtiyaç duyulan önemli durumlardan birini 

oluşturmaktadır (Liu, Guo, Lou, Xiang, ve Shao, 2022). 

 

1.3 Epitel-Mezenkimal Dönüşüm (EMT) 

 

Epitel hücreler yapışık bağlantılar, sıkı bağlantılar ve dezmozomlar yoluyla bitişik 

hücrelerle temasını koruyarak apikal-bazal polariteyi sağlarlar. Mezenkimal hücreler 

ise hücre dışı matriks ile birbirlerinden ayrılırlar. Mezenkimal hücreler kendilerini 

komşu dokudan ayıran bir bazal lamina yapısından yoksun olup epitel hücreler gibi 

belirgin bir apikal-bazolateral polariteye sahip değildirler (Ribatti, Tamma, ve Annese, 

2020). Greenburg ve Hay (1982), embriyonik ve yetişkin ön lensten türetilen epitel 

hücrelerinin bir kolajen jel kültür sistemi kullanılarak üç boyutlu koşullarda muhafaza 

edildiklerinde polaritelerini kaybederek mezenkimal özellikler kazandıklarını gösteren 

ilk araştırmacılar olup bu durumu “epitelden mezenkimale dönüşüm (EMT)” olarak 

adlandırmışlardır. 

 

EMT’nin ilk olarak 1980'lerin başında embriyonik gelişim sırasındaki önemli rolü 

(Mjaatvedt ve Markwald, 1989) ve daha sonra yaralanmaya karşı fizyolojik yanıttaki 

etkisi tanımlanmıştır (Zhu, Gao, Wu, ve Qin, 2013). 1990'ların başında ise kanser 

hücrelerinin büyümesi, istilası ve metastazı ile EMT arasındaki ilişkinin 

keşfedilmesinden sonra EMT kanser araştırmacılarının dikkatini çekmiştir (Thompson 

vd., 1994). 

 

Epitel hücrelerin mezenkimal özellik kazanması, bazı biyolojik süreçler sırasında 

meydana gelir ve üç tipte sınıflandırılır: Birinci tip embriyonik gelişim sırasında ortaya 

çıkar, ikinci tip yetişkin dokusu ile ilişkilidir ve üçüncü tip ise kanser ilerlemesinde rol 

oynar (Kalluri ve Weinberg, 2009; Zeisberg ve Neilson, 2009) (Şekil 1.4). 
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Şekil 1.4 Farklı EMT tipleri (Kalluri ve Weinberg, 2009) 

 

Tip 1 EMT, implantasyon ve embriyonik gastrulasyon ile ilişkilidir ve mezoderm 

ve endoderm ile hareketli nöral krest hücrelerinin oluşmasına yol açar. İlkel epitel, 

özellikle epiblast, EMT yoluyla birincil mezenşimi oluşturur. Bu birincil mezenşim, 

MET (mezenkimal-epitel dönüşüm) tarafından ikincil epitel oluşturmak için yeniden 

tetiklenebilir. Bu tür ikincil epitelin, diğer epitel doku tiplerini oluşturmak üzere daha 

da farklılaşabileceği ve astrositler, adipositler, kondrositler, osteoblastlar ve kas 

hücreleri dahil olmak üzere bağ dokusu hücrelerini oluşturmak için EMT'ye maruz 

kalabileceği tahmin edilmektedir (Şekil 1.4.A). İnflamasyon ve fibrozda yeniden 

devreye giren EMT, tip 2 EMT'leri temsil eder. Tip 1 EMT'den farklı olarak, tip 2 

EMT, uzun süre boyunca ifade edilir ve birincil inflamatuar saldırı ortadan 

kaldırılmazsa veya azaltılmazsa, sonunda etkilenen organı yok edebilir (Şekil 1.4.B). 

Son olarak, birçok organda görülen ilişkili ikincil epitel, geçirdiği EMT sayesinde 
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invazyon ve metastaz özelliğine sahip kanser hücrelerine dönüşebilir, böylece tip 3 

EMT'leri meydana getirir (Şekil 1.4.C) (Zeisberg ve Neilson, 2009). 

 

Gastrulasyon sırasındaki embriyonik gelişim, böbrek gelişimi ve nöral krestin 

orijini sırasında meydana gelen EMT mekanizması, yüksek düzeyde düzenlenmiş bir 

süreç iken tümör ilerlemesi sırasında meydana gelen EMT mekanizması oldukça 

düzensizdir (Ribatti vd., 2020). 

 

EMT, normal olarak bazal yüzeyi aracılığıyla bazal membran ile etkileşime giren 

polarize bir epitel hücresinin, gelişmiş göç kapasitesi, istila ve apoptoza karşı yüksek 

direnç gösteren bir mezenkimal hücre fenotipi kazanmasını sağlayan çoklu 

biyokimyasal değişikliklerin gerçekleştiği biyolojik bir süreçtir. EMT mekanizması ile 

normal epitelden invaziv karsinomanın oluşumu birkaç aşamada gerçekleşir (Şekil 

1.5). İnvaziv karsinomun oluşması aşamasında, epitel hücreler polaritelerini 

kaybederler ve bazal membrandan ayrılırlar. Bazal membranın bileşiminin de 

değişebildiği bu durumdan hücre-hücre dışı matriks etkileşimleri ve sinyal ağları 

etkilenir (Kalluri ve Weinberg, 2009). 

 

 
 

Şekil 1.5 EMT'nin kanser ilerlemesine katkısı (Kalluri ve Weinberg, 2009) 
 

 Bir sonraki adımda, tümör büyümesinin malign fazını kolaylaştıran EMT ve 

anjiyogenez mekanizması devreye girer. Epitel fenotipteki kanser hücrelerini geçici 

olarak yarı-mezenkimal bir duruma getiren tersine çevrilebilir EMT programı 

sayesinde, metastatik özellik kazanan kanser hücreleri kan dolaşımına girerler ve 
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orijinleri olan dokudan uzak bir bölgeye göç ederler (Kalluri ve Weinberg 2009; 

Thiery, Acloque, Huang, ve Nieto, 2009). Uzak bölgede, kanser hücreleri MET 

mekanizması ile epitel fenotipi geri kazanarak dokulara yerleşmek suretiyle, ikincil 

tümörleri oluştururlar ve bu şekilde metastazın son adımı tamamlanmış olur 

(Pattabiraman vd., 2016) (Şekil 1.6). 

 

 
 
Şekil 1.6 Kanser gelişimi ve metastazda hücrelerin plastisitesini gösteren EMT ve MET (Tam ve 

Weinberg, 2013) 

 

EMT'yi başlatmak ve tamamlanmasını sağlamak için birçok farklı moleküler süreç 

devreye girer. Bunlar; transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonu, spesifik hücre yüzeyi 

proteinlerinin ifadesi, hücre iskeleti proteinlerinin yeniden düzenlenmesi ve ifadesi, 

hücre dışı matriks parçalayıcı enzimlerin üretimi ve spesifik mikroRNA'ların 

ifadelerindeki değişiklikler olabilir. Çoğu durumda, ilgili faktörler ayrıca bir hücrenin 
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EMT spektrumundaki yerini karakterize etmek için biyobelirteç olarak kullanılır. 

Çalışmalarda yaygın olarak kullanılan epitel ve mezenkimal hücre belirteçleri Şekil 

1.7’de gösterilmiştir. Literatürdeki birçok çalışma, prostat, akciğer, pankreas, 

karaciğer, kolorektal ve safra kanseri de dahil olmak üzere pek çok karsinom tipinde 

EMT belirteçlerinin varlığı ile kötü hasta prognozunun ilişkisini göstermiştir (Shibue 

ve Weinberg, 2017). 

 

 
 

Şekil 1.7 Epitel-mezenkimal dönüşüm hücre belirteçleri (Kalluri ve Weinberg, 2009) 

 

Tümör hücreleri EMT mekanizması sayesinde invazyon ve metastaz kabiliyeti 

kazanmalarının yanı sıra apoptoz, antitümör ilaçlar ve immün baskılamaya karşı 

dirençli hale gelirler ve kanser kök hücreleri (CSC) gibi davranırlar (Polyak ve 

Weinberg 2009; Thiery vd., 2009). CSC ve CSC olmayan (non-CSC) hücreler 

arasındaki fark büyük oranda EMT'ye bağlıdır. Pek çok karsinomda sadece CSC alt 

popülasyonunda bulunan neoplastik hücreler aktif EMT programı göstermektedir 

(Chen vd., 2009; Mani vd., 2008; Pang vd., 2010). Belirli deneysel karsinom 

modellerinde, epitel tümör hücrelerinde EMT programının dışarıdan aktifleştirilmesi, 

bu hücrelerin tümör başlatma kapasitelerini kayda değer miktarda artırmıştır (Chen 

vd., 2009; Mani vd., 2008). 
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1.3.1 Kolon Kanserinde EMT 

 

Kolon kanserinin, Bates ve Mercurio (2005) tarafından epitelyal-mezenkimal geçiş 

mekanizmasının ayrıntılı olarak tanımlanması için uygun bir model olarak 

kullanılabileceği gösterilmiştir. Diğer kanser türlerinde olduğu gibi kolon kanserinde 

de EMT tersine çevrilebilir bir program olarak etki göstermektedir.  

 

Kolon adenokarsinomunda epitel fenotipteki kanser hücrelerini geçici olarak yarı-

mezenkimal bir duruma getiren EMT’nin yanısıra tam EMT de görülmektedir. Tam 

EMT, E-cadherinin kaybı, polaritenin bozulması ve sitokeratinlerin vimentin ile yer 

değiştirmesi ile sonuçlanmaktadır (Klymkowsky ve Savagner, 2009). EMT’de anahtar 

bir olay olan E-cadherinin ekspresyon kaybı (Scoazec, 2009) ve bununla birlikte N-

cadherin ile yer değiştirmesi (Rosivatz vd., 2004) hücrelerin hareket özelliği 

kazanmasında da önemlidir. Bu ifade kaybı, E-cadherin gen promotorunun 

metillenmesi ve Snail, Slug ve Twist gibi transkripsiyon faktörlerinin aracılık ettiği 

transkripsiyonunun baskılanması da dahil olmak üzere çeşitli moleküler mekanizmalar 

ile düzenlenmektedir (Jung vd., 2008).  

 

Kolon kanserinde, deneysel ve klinik çalışmalar, mezenkimal belirteç olan 

fibronektinin reseptörü integrin alfa-V beta-6'nın önemli bir rol oynadığını 

göstermektedir. İntegrinin sadece bölgesel invazyonu kolaylaştırmakla kalmayıp 

kolondan karaciğere metastaz yapmış hücrelerin karaciğer dokusunda hayatta kalması 

için seçici bir avantaj sağlayarak metastatik yayılmayı da kolaylaştırdığı öne 

sürülmüştür (Bates ve Mercurio, 2005). 

 

EMT, kolorektal kanserde göç etme ve istila yeteneğinin kazanılması gibi önemli 

bir role sahip olmasına ilaveten doku fibrozunda da etkilidir (Thiery, 2003). Önemli 

bir diğer nokta ise diğer kanserlerde olduğu gibi kolon kanserinde de EMT’nin ortaya 

çıkışı ve invaziv özelliklerin kazanılmasına, büyüme faktörü reseptörlerinin 

tetiklenmesi ve apoptoz direnç mekanizmaları gibi hücre hayatta kalma 

mekanizmalarının aktifleşmesinin de eşlik etmesidir (Bates ve Mercurio, 2005). 

 



 

14 
 

1.4 Epigenetik Düzenlenme 

 

DNA dizisinde kalıcı değişikliklerle sonuçlanmayan gen ifadesindeki kalıtsal 

değişiklikler olarak tanımlanan epigenetik, KRK dahil olmak üzere çeşitli kanserlerin 

patogenezinde merkezi bir role sahiptir. Epigenetik değişiklikler; özellikle DNA 

metillenmesi, histon modifikasyonları, kolorektal kanserin başlaması ve ilerlemesinde 

önemlidir (Jung, Hernandez-Illan, Moreira, Balaguer, ve Goel, 2020). 

 

Karsinom hücreleri metastaz sürecinde EMT ve MET'i dönüşümlü olarak 

aktifleştirebilmekte ve bu durum hücre fenotiplerinin plastisitesini göstermektedir. Adı 

geçen plastisite ise çoğunlukla bu süreçte meydana gelen epigenetik değişimlere 

bağlıdır. Pek çok kanıt, normal hücreler ve tümör hücrelerinde EMT'nin DNA 

dizisindeki değişimler sonucu değil, epigenetik bir süreç olarak düzenlendiğini 

göstermektedir (Tam ve Weinberg 2013). Bu epigenetik değişiklikler, genom 

çapındaki kayıpların yanında bölgesel DNA metilasyon kazanımlarını ve histon 

modifikasyon modellerini içerir (Sparmann ve Van Lohuizen, 2006). Kanser 

hücrelerinin ve oluşturdukları tümörlerin davranışlarını etkileyen epigenetik 

düzenlenme mekanizmalarının araştırılması yeni hız kazanan ve açığa çıkarılmayı 

bekleyen bir durumdur (Shibue ve Weinberg, 2017).  

 

Detaylı olarak çalışılmış malignitelerden biri olan kolorektal kanser, genetik ve 

epigenetik değişikliklerin birikmesinden kaynaklanan karmaşık bir hastalık olarak 

kabul edilmektedir (Grady ve Carethers, 2008). Kolorektal kanserde yapılan 

araştırmalar sonucunda, çoğalma, farklılaşma, adezyon, apoptoz, hücre döngüsü ve 

DNA onarımında rol oynayan birkaç önemli genetik mutasyon tanımlamıştır (Wood 

vd., 2007). Bunların yanı sıra somatik DNA mutasyonları ile kıyaslandığında 

epigenetik düzenlenmedeki anormallikler daha fazladır. Son yıllarda yapılan 

çalışmalar, anormal epigenetik ortamın, kolorektal kanserin başlamasına ve 

ilerlemesine ilave bir karmaşıklık ekleyebileceğini öne sürmektedir. Bu epigenetik 

değişikliklerin tersinir ve dinamik doğası, kolorektal kanserde teşhis, prognostik ve 

terapötik hedefler için potansiyel biyobelirteçler olarak gelişmelerini sağlamıştır (Lao 

ve Grady, 2011). 
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1.4.1 DNA Metilasyonları 

 

Epigenetik mekanizmalar arasında, DNA metilasyonu belki de kolorektal kanserde 

en çok çalışılan epigenetik değişikliktir. Önemli olarak, promotor CpG (sitozin-fosfat-

guanin) adası hipermetilasyonu ile tümör baskılayıcı genlerin baskılanması, kanserin 

ayırt edici özelliklerinden biri olarak kabul edilmiştir (Herman ve Baylin, 2003). Söz 

konusu durum kolorektal kanser hastalarında erken evrelerde bile sıklıkla ortaya 

çıkmaktadır (Van Engeland, Derks, Smits, Meijer, ve Herman, 2011; Yi vd., 2012). 

 

Sadece dört baz - adenin, guanin, sitozin ve timin - DNA'nın birincil dizilimini 

açıklasa da, replikasyon sonrası DNA'nın kovalent bir modifikasyonu vardır ve bir 

"beşinci baz" üretir. Metil donörü olarak S-adenosil-metiyonin kullanan ve DNA 

metiltransferazlar (DNMT'ler) adı verilen enzimler tarafından katalizlenen tepkimeler, 

sitozin halkasına bir metil grubu ekleyerek metil sitozin oluşturur. İnsanlarda ve diğer 

memelilerde, bu modifikasyon sadece DNA dizisindeki guanozinden (CpG 

dinükleotidi) önce gelen sitozinlere uygulanır (Herman ve Baylin, 2003). 

  

Kolorektal kanserdeki anormal metilasyon durumlarının daha iyi anlaşılması, 

epigenetik olarak susturulmuş genleri yeniden aktive etmekten sorumlu enzimleri 

hedefleyen ajanların geliştirilmesine ışık tutmuştur. Örneğin, DNA metiltransferaz 

(DNMT) inhibitörleri ve histon deasetilaz (HDAC) inhibitörleri gibi bazı epigenetik 

terapötikler ABD Gıda ve İlaç İdaresi (FDA) tarafından kanser tedavisi için 

onaylanmıştır (Dhanak ve Jackson, 2014). 

 

Kanser hücrelerinde anormal DNA metilasyon örüntüleri 20 yılı aşkın bir süredir 

bilinmektedir. İncelenen hemen hemen tüm kanser türlerinde hem CpG 

dinükleotitlerinin çoğunun metillenmesi gereken CpG-tüketilmiş bölgelerde 

metilasyon kaybı hem de gen promotör bölgelerindeki CpG adalarının metilasyonunda 

kazanımlar olduğundan durum kafa karıştırıcı olmuştur (Şekil 1.8) (Bakker vd., 1985; 

Feinberg ve Vogelstein, 1987). 
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Şekil 1.8 İnsan genomunda Cpg dinükleotidinin dağılımı ve normal hücreler ile tümör hücreleri 

arasındaki metilasyon paternlerindeki farklılıklar (Herman ve Baylin, 2003). 

 

Devam eden araştırmalardan elde edilen olası açıklamalar ve bulgular olmasına 

rağmen, DNA-metilleyici enzimlerin normalde oldukları yerde neden metilasyonda 

başarısız oldukları ve bu enzimlerden hangisinin promotorlardaki CpG adalarının 

anormal metilasyonuna aracılık ettiği bilinmemektedir (Herman ve Baylin, 2003). 

 

DNA CpG metilasyonu ile birlikte kromatin yeniden şekillenmesi, gen 

ekspresyonunu düzenleyen anahtar mekanizmalardan ikisidir. Kromatinin yeniden 

şekillenmesi, histon proteinlerinin kuyruklarındaki korunmuş lizin 

modifikasyonlarından oluşur. Lizin asetilasyonu genellikle histonların DNA ile 

ilişkisini zayıflatarak ve transkripsiyon faktörlerinin (TF) promotor/arttırıcı bölgelere 

bağlanmasına ve ardından transkripsiyonel aktivasyona izin vererek transkripsiyonu 

arttırmasını sağlar (Wu vd., 2020). Lizin metilasyonu ise lizin aminoasitlerine metil 

grubu eklenmesiyle gerçekleşir. Lizin aminoasitlerine metil ekleyen enzim 

metiltransferazdır.   
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1.4.2 Histon Metilasyonu ve Polycomb Proteinleri 

 

Son on yılda, çeşitli histon değiştirici enzimler tarafından katalizlenen, 

transkripsyonel olarak aktif ve baskılayıcı histon işaretlerinin oluşumu, gen 

düzenlenmesinin mihenk taşı olarak kabul edilmiştir (Agger vd., 2008). Bu post-

translasyonel modifikasyonlar, kromatin üzerine yazıcı enzimler tarafından eklenir, 

siliciler tarafından kaldırılır ve okuyucular bunlara bağlanır. Örneğin, histon 

metiltransferazlar ve demetilazlar nükleozom alt birimlerinin lizin amino asitine ve 

özellikle histon H3 ve H4'e, sırasıyla metil grubu ekler ve çıkarırlar. Bu şekilde 

bütünleşik etki ederek bu modifikasyonlar, DNA'nın nasıl paketleneceğini ve böylece 

o bölgedeki genlerin transkripsiyon potansiyelini belirler. Güncel çalışmalar, DNA'ya 

diziye özel bağlanan EMT-TF'ler ve histon modifikasyonlarıyla kontrolü sağlanan 

kromatin biçimlenmeleri arasında ilginç bağlantılar ortaya çıkarmıştır (Tam ve 

Weinberg, 2013). Bu modifikasyonlar, hücre kaderi belirlenmesinde yer alan genlerin 

promotorlarını denge durumunda tutarlar. Bu dengenin nasıl sağlandığı halen 

belirsizdir ve bu bölgelerin kromatin organizasyonu ve promotor aktivitesinin 

düzenlenmesinde post-translasyonel histon modifikasyonlarının katkıları araştırılması 

gereken bir konudur. 

 

Kromatin değiştirici aktivitesiyle öne çıkan iki önemli sistem, Trithorax grup (trxG) 

ve Polycomb gruptur (PcG). Sinekler, maya ve memelilerde TrxG protein 

komplekslerinin bir grubu aktif transkripsiyon işareti olan H3 lizin 4'e üç metil grubu 

(H3K4me3) eklenmesini katalizler. Histon 3'ün (H3K4) lizin 4'te trimetilasyonu 

genellikle gen ifadesinin aktivasyonu ile ilişkilidir, oysa histon 3'ün lizin 27'de 

(H3K27) trimetilasyonu gen ifadesinin baskılanması ile ilişkilidir.  

 

H3K4 metilasyonu, çeşitli ökaryotik türlerde özel olarak transkripsiyonel 

aktivasyona bağlı olan bir post-translasyonel modifikasyondur (Eissenberg ve 

Shilatifard, 2010; Ruthenburg, Li, Patel, ve Allis, 2007; Shilatifard, 2008; Zoetemelk, 

Rausch, Colin, Dormond, ve Nowak-Sliwinska, 2019). Son zamanlarda, 

transkripsiyonel durumların epigenetik kalıtımında H3K4 metilasyonunun rolü, 

Dictyostelium'da yapılan işlevsel bir çalışma ile güçlendirilmiştir (Justin, De Marco, 
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Aasland, ve Gamblin, 2010). Memelilerde, omurgalı gelişiminin düzenleyici 

karmaşıklığı içinde özel işlevler gerçekleştiren, bilinen veya tahmin edilen en az 10 

H3K4 metiltransferaz vardır (Justin vd., 2010). İlk H3K4 metilaz kompleksi, 

COMPASS (Tritoraksla ilişkili bir SET alanı proteini ile ilişkili bir protein kompleksi),  

S. cerevisiae mayasında tanımlanmış ve Set1/KMT2 ve diğer yedi polipeptidden 

(Cps60-Cps15 olarak adlandırılır) oluşmuştur (Miller vd., 2001). Set1/KMT2 tek 

başına enzimatik olarak aktif değildir, ancak COMPASS içinde işlev görür ve H3K4'ü 

monometilleme, dimetilleme ve trimetilleme yeteneğine sahiptir (Shilatifard, 2008). 

 

PcG proteinleri ise çok alt birimli Polycomb baskılayıcı kompleksler 1 ve 2'yi 

(PRC1 ve PRC2) oluşturur. PRC2'nin dört alt birimi vardır: EZH1 veya EZH2, zinc 

finger proteini SUZ12, WD-tekrar proteini EED ve histon bağlayıcı proteinler 

RBAP46 ve RBAP48 (Cao vd., 2002; Czermin vd., 2002; Kuzmichev, Nishioka, 

Erdjument-Bromage, Tempts, ve Reinberg, 2002; Mu¨ller vd., 2002). PRC1; RING1A 

veya RING1B enzimatik alt birimi, insan polihomeotik homologlarından (HPH1, 

HPH2 veya HPH3) biri olan PCGF ailesinin bir RING alanı kofaktörü BMI1 (PCGF2) 

veya MEL18 (PCGF4) ve kromobox proteinlerinden birini bulundurur (CBX2, CBX4, 

CBX6, CBX7 veya CBX8) (Simon ve Kingston, 2009). 

 

PcG proteinleri hem erken gelişim hem de erişkin organizmalarda baskılanmış 

kromatin oluşumunun önemli işareti olan H3 lizin 27 metillenmesini (H3K27me3) 

katalizleyerek genin baskılanmasını sağlarlar (Schuettengruber, Bourbon, Di Croce, 

ve Cavalli, 2017). Epigenetik gen susturma, gen işlevinin kaybı için önemli bir 

mekanizmadır ve kanser başlaması ve ilerlemesinde genetik mutasyonlarla işbirliği 

yapar. PcG proteinleri, epigenetik olarak aracılık edilen transkripsiyonel susturmayı 

düzenler. PRC aracılı kararlı gen susturma için kesin mekanizmalar hala tam olarak 

anlaşılmamıştır. Transkripsiyonel olarak doğrudan engelleme için, H2AK119'un 

PRC1 aracılı ubiquitilasyonu (Ub) (Gutie´rrez vd., 2012; Stock vd., 2007) , kromatin 

sıkıştırması (Francis vd., 2004) ve PRC2 tarafından gen bölgelerini hedeflemek için 

DNA metiltransferazların (DNMT'ler) toplanması gibi mekanizmalar önerilmektedir 

(Sparmann ve Van Lohuizen, 2006). 
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Memeli hücrelerinde epigenetik susturmaya, polycomb bazlı histon H3 lizin 27 

trimetilasyonu (H3K27me3) ve H3K9 dimetilasyonu gibi en az iki farklı histon 

modifikasyonu aracılık eder. H3K27, homeotik (Hox) gen ekspresyonunun 

düzenlenmesinde ve kadınlarda X kromozomu inaktivasyonunun erken aşamalarında 

yer alan belirgin bir histon modifikasyonudur. Bu işlem, PcG proteinlerini içermesi 

bakımından H3K9 susturma işleminden mekanik olarak farklıdır. Polycomb 

kompleksi 2'nin (PRC2) bir üyesi olan EZH2 polycomb grubu (PcG) proteini, H3K27 

için substrat spesifikliği olan bir histon metiltransferaz aktivitesine sahiptir (Kondo 

vd., 2008). H3K27'nin metilasyonu PRC2 tarafından katalizlenir, sonrasında 

H3K27me3 işareti PRC1 tarafından okunur ve hedef genlerin susturulmasına yol açar 

(Justin vd., 2010). 

 

 
 

Şekil 1.9 Polycomb-baskıcı kompleksler (PRC'ler) ve enzimatik aktiviteleri (Vissers, Van Lohuizen, ve 

Citterio, 2012) 

 

PRC2 (Polycomb baskılayıcı kompleks 2) başlatma kompleksinin Polycomb grubu 

(PcG) hedef gen bölgesine bağlanması, histon proteinlerinin EZH1 veya 2 aracılı 

metilasyonunu tetikler (Cao vd., 2002; Czermin vd., 2002; Kuzmichev vd., 2002; 

Mu¨ller vd., 2002). Histon 3’ün 27. lizinine üç metil grubunun eklenmesini 

(H3K27me3) katalizler. PRC1 kompleksindeki CBX proteinlerinin kromobölgesi 

H3K27me3 işaretini tanır (Fischle vd., 2003; Min, Zhang, ve Xu, 2003). Bu etkileşim, 
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PRC1’in ilgili gen bölgesini susturmasını sağlar (Fischle vd., 2003; Min, Zhang, ve 

Xu, 2003; Wang vd., 2004).  

 

İşaretli histonları tanıyan ve bunlara bağlanan, epigenetik “okuyucu” protein 

ailelerinden biri olan Polycomb chromobox (CBX) proteinlerinin beş üyesi 

bulunmaktadır: CBX-2, CBX-4, CBX-6, CBX-7 ve CBX-8. PRC1 kompleksinin 

parçası olan CBX proteinlerinin her üyesi H3K27me3'e farklı çekim kuvveti ile 

bağlanır (Schuettengruber vd., 2017). Pluripotent embriyonik kök hücrelerle yapılan 

bir çalışmada bu hücrelerde en çok bulunan CBX üyesinin CBX-7 olduğu ve 

farklılaşmanın gerçekleşmesi için CBX-7’nin, CBX-2, CBX-4 ve CBX-8 gibi diğer 

paraloglarla değiştirilmesi gerektiği gösterilmiştir. Bu değişimin gerçekleşmemesi, 

hematopoietik kök hücrelerin yüksek hızda bölünmesine ve böylece lösemiye yol 

açmıştır (Klauke vd., 2013). CBX-6'nın gen düzenlenmesi ve kök hücre 

farklılaşmasındaki rolü halen karmaşıktır. Esasen CBX proteinleri PRC1'e, 

embriyonik kök hücrelerde kendini yenileme ve farklılaşma arasındaki dengenin 

kurulması gibi, belirgin bir hedef seçiciliği sağlamaktadır (Klauke vd., 2013; Tang vd., 

2014). Dolayısı ile CBX proteinlerinin kanserdeki rolü tamamen hücrenin/dokunun 

durumuna özgü olabilir.  

 

Gerek embriyonik gerekse erişkin kök hücrelerde PcG’nin bağlandığı çok sayıda 

bölge hem baskılayıcı H3K27me3 işareti hem de aktifleştirici H3K4me3 işareti ile 

kaplıdır (Shema vd., 2016). Bu modifikasyonlar, hücre kaderinin belirlenmesi ve 

gelişimde yer alan genlerin promotorlarını bivalent denge durumunda tutarlar (Piunti 

ve Shilatifard, 2016). Tümör gelişiminde bivalent promotor üzerinde bulunan 

PcG'lerin rolü tartışmalıdır. Kesin olarak bilinen, H3K27me3 seviyelerindeki bir 

dengesizliğin gerek hücre kimliğini gerekse homeostaziyi bozabilecek etkileri 

olduğudur. Kolon kanserli dokularda H3K27me3 Polycomb işaretinin bivalent 

promotorlardan kaybolduğu ve bunu takiben kanser ilerlemesi, kök hücre 

düzenleyicileri, onkogen ve bölünme ile ilgili gen ifadelerinin arttığı belirlenmiştir 

(Hahn vd., 2014).  
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Kök hücre popülasyonunca zenginleştirilmiş birincil insan meme epitel dokularında 

CDH1 (E-cadherin epitel belirteç) promotorunun bivalent yapıya sahip olduğu ve az 

miktarda üretildiği fakat E-cadherini çokça üreten daha farklılaşmış hücrelerin sadece 

aktif H3K4me3 işaretini taşıdığı gösterilmiştir (Maruyama vd., 2011). Belirli EMT 

genlerindeki bivalent biçimlenme, gen ifadesinin dinamik bir şekilde kontrolünü 

sağlamakta ve epitel hücrelerin plastik doğasına katkıda bulunmaktadır.  

 

1.5 EMT Modelleri 

 

Literatürde EMT modeli olarak kimyasal (Ör; TGF-β) ile veya gen manipülasyonu 

ile tetiklenen modeller sıklıkla kullanılmaktadır. Bir kimyasal ile tetiklenme olmadan 

kendiliğinden EMT ve bunun geri döndürülebilir modellerine çok sık 

rastlanmamaktadır.   

 

 Kimyasal ile tetiklenen modele örnek olarak akciğer epitel hücreleriyle yapılan bir 

çalışmada EMT, dönüştürücü büyüme faktörü β1 (TGF-β1) ile indüklenmiştir. EMT 

geçiren mezenkimal hücrelerin de fibrozis patogenezine katkıda bulunduğu 

varsayılmıştır (Mikami vd., 2016). Yapılan bir başka çalışmada ise EMT için bir in 

vitro model olarak, HT-29 KRK hücreleri, TGF-β1 ile indüklenmiştir. Sonrasında bu 

hücrelerde epitel (E-cadherin) ve mezenkimal (Vimentin, Fibronektin) belirteçlere 

bakılmıştır (Özçelik, 2018). Bir başka çalışmada ise araştırmacılar, yüksek verimli 

tarama (HTS) ilaç keşfi için uygun yeni bir 3D EMT ve metastatik meme kanseri 

modeli geliştirmişlerdir. Bu çalışmada EMT’yi tetiklemek için epidermal büyüme 

faktörü (EGF) kullanılmıştır. Bu modelde, vimentin ekspresyonu mezenkimal 

fenotiple doğrudan ilişkilidir (Li vd., 2011). 

 

Bir başka çalışmada araştırmacılar matrigeldeki ölümsüzleştirilmiş 

dönüştürülmemiş insan prostat epitel hücre hattı BPH-1'in 3D kültür koşullarını 

optimize etmiş ve prostat bezi yapısını yakından taklit eden bir 3D kültür modeli 

geliştirmişlerdir. Geliştirdikleri bu modeli BPH-1 hücrelerinde EMT düzenleyici 

transkripsiyon faktörü Snai1 stabil transdüksiyonu ile prostat kanseri gelişiminde 

Snail’in önemini incelemek için kullanmışlardır (Chu, Yu, Hayward, ve Chan, 2009). 
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Yapılan başka bir çalışmada EMT’yi aktive etmek için BRCA1 geni 

susturulmuştur. Bunun sonucunda EMT'nin BRCA1 kaybıyla ortaya çıkan moleküler 

yönlerini yönetmede TGFβR2' nin rolünün ne olduğuna bakılmıştır. BRCA1’in 

susturulmasının meme tümörlerinde TGFβR2 sinyal yollarını aktive ettiğini ve TGFβ-

aracılı EMT aktivasyonunu desteklediğini tespit etmişlerdir (Bai vd., 2022). 

 

Bir başka çalışmada çeşitli meme, kolon ve pankreas kanseri hücre hatlarıyla 

çalışılmış ve MET’i tetiklemek için daha önce farklı kanser hücre dizilerinde EMT 

düzenlemesine katkıda bulunduğu gösterilen sekiz doğal bileşik ve çeşitli terapötik 

ajanlar kullanılmıştır. Çalışmanın sonucunda doğal bileşiklerin veya terapötik 

ajanların hiçbirinin, taranan tüm kanser hücrelerinde MET'i tetiklemediği 

gözlenmiştir. Bunun sonucunda bulgular, doğal bileşikler ve kemoterapötikler/hedefli 

ajanlar arasındaki sinerjinin yalnızca bazı hücre dizileri için gözlemlenebildiğini ve 

altta yatan mekanizmanın muhtemelen MET'nin basit indüksiyonu değil, diğer birkaç 

mekanizmanın kombinasyonu olduğuna karar vermişlerdir (Küçükkaraduman, 2021). 

 

Bir çalışmada Caco-2 hücre hattında in vitro EMT modeli oluşturularak EMT’ye 

karşı direnç mekanizmalarının belirlenmesi hedeflenmiştir. Bu çalışmada farklılaşma 

0., 15. ve 30. günlerde takip edilmiş ve model validasyonu için epitel ve mezenkimal 

belirteçler (E-cadherin ve Vimentin) kullanılmıştır (Türk, Baysal, ve Uçar, 2019) 

 

Literatürde yapılan çalışmalar incelendiğinde genellikle EMT’nin kimyasal ile 

tetiklendiği modellerle karşılaşılmaktadır. Az sayıda kendiliğinden EMT modeli 

kullanılmış olsa da EMT ve MET’in ard arda ve aynı genetik alt yapıda gözlenebildiği 

bir çalışma bulunmamaktadır. 
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1.5.1 HT-29 Hücre Hattı 

 

İnsan kolon adenokarsinoma hücre dizisi HT-29, 1964 yılında Fogh ve Trempe 

tarafından 44 yaşında bir Kafkas kadınının birincil tümöründen izole edilmiştir 

(Fitzgerald vd., 1997). 

 

J. Fogh ve arkadaşları tarafından kurulan kolon karsinomu hücre hatları Caco-2 ve 

HT-29, olgun enterosit benzeri özellikler gösteren belirli kültür koşullarında 

farklılaşma yetenekleri nedeniyle dikkat çekmiştir (Pinto vd., 1982, 1983). Bu 

hücreler, farklılaştıklarında, morfoloji ve fırça kenarlı hidrolazların ekspresyonu 

açısından bağırsak epitel hücrelerine çok benzerler. Normal kolon hücreleri bu 

enzimleri eksprese etmediğinden, farklılaşmış kolon hücrelerinde bağırsak fırça kenar 

hidrolazlarının ekspresyonu dikkat çekicidir. Daha sonra aynı hidrolazların aslında 

fetal kolonda da bulunduğu anlaşılmıştır (Lacroix vd., 1984). 

 

Ancak bu hücrelerin genomlarında mutasyonlar barındıran kötü huylu hücreler 

olduğu da akılda tutulmalıdır ki bu da modelin önemli bir dezavantajını 

oluşturmaktadır. Bu dezavantajlara rağmen, HT-29 hücre dizisi, bağırsak epitelinin 

farklılaşmasının in vitro modellerinden biri haline gelmiş ve dünya çapında yaygın 

olarak kullanılmıştır (Simon-Assman vd., 2007). 

 

Bu tez çalışmasında HT-29 hücre hattının bu özelliği ilk kez MET-EMT programı 

için bir model olarak geliştirilmiş ve kullanılmıştır. HT-29 hücrelerinin kendiliğinden 

farklılaşabilme özelliği bu model için seçilmelerinde etkili olmuştur. Bu çalışmada 

kullanılan hücre modelinin, bir hücre hattı olması sebebiyle örnek içi heterojenliği 

azdır ve ilk aşama verilerinin elde edilmesinde, replikeler arası hata payını azaltarak 

avantaj sağlamaktadır. Bu model dışarıdan herhangi bir kimyasal uygulanmadan 

gerçekleştirildiği için hücre içi değişimlerin doğala yakın izlenebilmesini 

sağlamaktadır. Literatürde bu modelin daha önce ileri ve geri EMT geçişleri için 

kullanıldığı bir çalışma bulunmamaktadır. 
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BÖLÜM İKİ 

MATERYAL ve YÖNTEM 

 

2.1 Hücre Kültürü 

 

Mevcut çalışmada, EMT-MET modeli olarak hücre kültürü ortamında spontan 

olarak farklılaşabilen kolon kanseri HT-29 hücre hattı kullanılmıştır. HT-29 hücre 

hattı, yüksek glukoz tüketimine sahiptir ve normal hücre kültürü koşullarında 

farklılaşmamıştır. Hücreler farklı hücre kültürü koşullarında belirli epitel hücre 

tiplerine dönüşebildikleri için pluripotent olarak değerlendirilmektedir. HT-29 

hücreleri glukozun galaktoz ile değiştirilmesiyle geri döndürülebilir bir enterosit 

farklılaşması göstermektedir (Pinto vd., 1982; Sade Memişoğlu, 2014). Bu sürecin geri 

çevrilebilir olduğu daha önceki çalışmalarda gösterilmiştir (Zweibaum vd., 1985). 

 

HT-29 hücreleri Orta Doğu Teknik Üniversitesi Fen-Edebiyat Fakültesi Biyolojik 

Bilimler Bölümü Sreeparna Banerjee Laboratuvarı’ndan temin edilmiştir. HT-29 

hücrelerinde farklılaşmanın tetiklenmesi için daha önce Pinto vd. (1982) tarafından 

geliştirilen glukoz yerine galaktoz besiyeri yöntemi kullanılmıştır. HT-29 hücreleri 25 

mM glukoz ve %10 FBS içeren DMEM besiyerinde (Glu-besiyeri) 37°C’de 

büyütülmüş ve farklılaşmanın tetiklenmesi için %80 doluluğa eriştiklerinde glukoz 

yerine 5 mM galaktoz ve %10 ısı ile inaktif edilmiş FBS içeren (Gal-besiyeri) besiyeri 

ile değiştirilmiştir.  

 

Hücreler Glu-besiyerinde %50-60 doluluk oranına erişene kadar büyütülmüş 

sonrasında bu hücreler atasal hücreler (aHT-29) olarak toplanmıştır. Hücreler %80 

doluluk oranına ulaşınca glukoz yerine Gal-besiyerine alınmış ve %100 doluluğa 

eriştiklerinde 0. gün olarak kabul edilip 20 gün boyunca Gal-besiyerinde 

büyütülmüştür. Bu sürenin sonunda toplanan hücreler epitel özellik gösteren 

farklılaşma grubu olarak ifade edilmiştir (eHT-29). 21. günde hücreler tripsin ile 

dağıtılarak 1:50 oranında hücre kültürü kaplarına ekilmiş ve glu-besiyerinde 4 gün süre 

ile büyütülmüştür. Dört günün sonunda toplanan hücreler mezenkimal özellik gösteren 

geri farklılaşma grubunu oluşturmuştur (mHT-29). 
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Yapılan deneylerde atasal HT-29 (aHT-29), 20. gün epitel (eHT-29) ve geri 

farklılaşmış mezenkimal (mHT-29) olarak 3 tip hücre popülasyonu kullanılmıştır. 

Belirtilen zamanlarda hücreler toplanıp protein izolasyonları yapılmış ve ilgili 

deneylerde kullanılmıştır. 

 

2.2 Protein İzolasyonu ve Protein Miktarının Ölçümü 

 

aHT-29, eHT-29 ve mHT-29 hücrelerinden total protein izolasyonu için PMSF 

(fenilmetilsülfonil florür) ve proteaz inhibitörü ilave edilen fosfataz inhibitör kokteyli 

içeren hücre lizis tamponu kullanılmıştır. Protein izolasyonu için şırınga ile 10 defa 

pipetaj yapılmıştır. Süpernatanlar 15 dakika buzda bekletilmiş ve 3 dakikada bir 

vortekslenmiştir. Süpernatanda protein tayini Bradford Assay kullanılarak 

ölçülmüştür. Bradford Assay Protokolü aşağıda belirtildiği gibi uygulanmıştır. 

 

1X stok Bradford reaktifinden 5 µl standart veya örnekleri içeren kuyulara 200 µl 

eklenmiş ve plakalar oda sıcaklığında 15 dakika süreyle bekletilmiştir. 595 nm dalga 

boyunda plaka okuyucuda ölçüm yapılmıştır. 25-2000 µg/ml aralığında bovine serum 

albümin ile standart grafiği oluşturulmuştur. 

 

2.3 Western Blot 

 

Western blot analizleri için örnekler öncelikle %12 SDS-PAGE jelde yürütülmüş 

ve PVDF membrana transfer edilmiştir. Bir sonraki aşamada membran %5’lik süt tozu 

ile oda sıcaklığında çalkalayıcıda bir saat süreyle inkübe edilmiştir. Bu işlemden sonra 

membran ilgili proteine uygun primer antikor ile buzdolabında +4°C’de çalkalayıcıda 

bir gece boyunca bekletilmiştir. Sonraki gün membran TBST ile 3 kez 5 dakika süreyle 

yıkanmış ve membrana sekonder antikor uygulanmıştır. Membran oda sıcaklığında bir 

saat sekonder antikorla muamele edildikten sonra yeniden TBST ile yıkama işlemi 

yapılmıştır. Son aşamada membran substratlar (ECL Plus, Pierce) ile muamele edilmiş 

ve kemiluminesans sinyal tespit edilmiştir. 
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2.4 EMT Belirteçleri ile Karakterizasyon 

 

aHT-29, eHT-29 ve mHT-29 hücrelerinin EMT spektrumunun hangi noktasında 

olduğunu tespit etmek için bu hücrelerde epitel ve mezenkimal belirteçlerin miktarları 

tespit edilmiştir. Bu amaçla epitel belirteçler için E-cadherin, CDX-2 (Cell Signaling); 

mezenkimal belirteçler için transgelin, vimentin (Cell Signaling) antikorları 

kullanılmıştır. 

 

2.5 MET-EMT Sürecinde Polycomb Proteinlerinin Değişimi 

 

aHT-29, eHT-29 ve mHT-29 hücrelerinde önemli epigenetik düzenleyicilerden 

Polycomb proteinlerindeki ve H3K27me3/H3K4me3 miktar değişimleri incelenmiştir. 

Bunun için EMT/MET sürecinde PRC2 üyesi EZH paralogları (EZH1 ve EZH2) ve 

PRC1 üyesi CBX paralogları (CBX-2, CBX-4, CBX-6, CBX-7 ve CBX-8)'nın 

miktarlarındaki değişim Western blot ile aHT-29, eHT-29 ve mHT-29 hücrelerinde 

analiz edilmiştir. 

 

2.6 Hücre Çoğalmasının Ölçümü 

 

aHT-29, eHT-29, mHT-29 hücrelerinin çoğalma hızlarını karşılaştırmak için hücre 

çoğalma testi uygulanmıştır. Bunun için hücreler 96-kuyucuklu plakalara 5000 

hücre/kuyu olacak şekilde ekilmiş ve CellTiter Aqueous Assay Kit (Promega) 

kullanılarak üreticinin protokolüne göre ölçüm yapılmıştır (Pattabiraman vd., 2016).  

Hücrelerin 0., 24. ve 48. saatteki çoğalma hızları hesaplanmıştır. 

 

2.7 Hücre Canlılık Testi 

 

aHT-29, eHT-29, mHT-29 hücrelerinin günümüz kolon kanseri tedavisinde 

kullanılan ilaçlara karşı direncini ölçmek için hücre canlılık testi (MTT) yapılmıştır. 

Kolon kanserinde günümüzde kullanılan en yaygın tedavi Oxaliplatin + 5-florourasil 

(5-FU) kombinasyonudur (Zoetemelk vd., 2019; Todaro vd., 2007). Hücreler 10.000 

hücre olarak 96-kuyucuklu plakalara ekilmiştir. Hücrelere ekim yapıldıktan 24 saat 
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sonra farklı dozlarda ilaç uygulanması gerçekleştirilmiştir. Oxaliplatin için sırasıyla 5, 

25, 50, 100 ve 250 µM; 5-FU için ise sırasıyla 50, 100, 250, 500 ve 1000 µM ilaç 

uygulanmıştır. Hücreler ilaçla muamele edildikten 24 saat sonra hücrelere MTT 

reaktifi (5 mg/ml) verilmiş ve hücreler 37 oC’de 4 saat inkübe edilmiştir. Dört saat 

sonunda oluşan formazan kristalleri DMSO’da çözülüp absorbansı 540 nm dalga 

boyunda ölçülmüştür. 

 

2.8 İstatistiksel Analizler 

 

Çalışmada, her deney en az üç biyolojik tekrar, western blot örnekleri ise beş 

biyolojik tekrar şeklinde gerçekleştirilmiştir. Gruplar arası farklar One-way ANOVA 

testi kullanılarak Graph-Pad Prism 5 programıyla analiz edilmiştir. İstatistiksel 

analizlerde anlamlılık için p<0,05 değeri baz alınmıştır. 
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BÖLÜM ÜÇ 

BULGULAR 

 

Bu çalışmada HT-29 hücrelerinde MET-EMT modeli oluşturulmuştur. Oluşturulan 

bu model sonucu aHT-29, eHT-29 ve mHT-29 olmak üzere üç tane alt popülasyon 

elde edilmiştir. Bu alt popülasyonların epitel-mezenkimal karakteristikleri ve 

epigenetik belirteçleri incelenmiştir. Çalışmanın son aşamasında ise bu üç alt 

popülasyonda ilaç direnci ve hücre canlılığı tespit edilmiştir. 

 

3.1 Farklılaşan ve Geri Farklılaşan HT-29 Hücrelerinde Morfolojik Özellikler 

 

HT-29 hücrelerinin %100 doluluğa eriştikten sonra Gal-besiyerinde büyütülerek 20 

gün ve sonrasında tripsinlenerek seyreltilip 4 gün Glu-besiyerinde büyütülmeleri 

sonunda mikroskop görüntüleri alınmış ve karşılaştırılmak üzere Şekil 3.1’de 

verilmiştir.  

 



 

29 
 

 

 

Şekil 3.1 HT-29 hücrelerine ait 20X ve 40X mikroskop görüntüleri (Kişisel arşiv, 2022) 

 

Yapılan inceleme neticesinde atasal hücreler ile geri farklılaşma grubunu oluşturan 

hücrelerin morfolojik yapılarının birbirlerine benzerlik gösterdikleri gözlenmiştir. 

Farklılaşma grubu hücrelerinin ise morfolojik olarak atasal ve geri farklılaşma grubuna 

ait hücrelerden belirgin farklar içerdikleri belirlenmiştir. 

 

Atasal ve geri farklılaşmış hücreler üstel olarak büyüme göstermeleri nedeniyle 

hücre sınırları çok belirgin değildir. Buna karşılık farklılaşmış hücrelerde sınırlar daha 
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belirgindir. Diğer taraftan farklılaşmış hücreler yoğun olmaları nedeniyle sıkışık bir 

durum sergilemekte ve bu durum da hücrelerin tek tek morfolojileri hakkında yorum 

yapmayı güçleştirmektedir. 

 

3.2 HT-29 MET-EMT Modeli Optimizasyonu 

 

Literatürde her ne kadar HT-29 farklılaşması iyi karakterize edilmişse de bu süreç 

boyunca ve özellikle de geri farklılaşma sırasında epitel ve mezenkimal fenotip ile 

ilgili bilgi bulunmamaktadır. Bu nedenle süreç boyunca farklı günlerde epitel ve 

mezenkimal belirteçlerin protein miktarları tespit edilmiştir.  

 

Öncelikle MET-EMT modelini geliştirmek için optimizasyon çalışmaları 

yapılmıştır. Bu sebeple %80 doluluk oranına ulaşınca glukoz yerine Gal-besiyerine 

alınan ve %100 doluluğa eriştiklerinde 0. gün olarak kabul edilen hücreler sırasıyla 5., 

10., 15. ve 20. günlerde toplanmıştır. Sonrasında bu hücrelerde epitel ve mezenkimal 

belirteçlerin protein miktarı tespit edilmiştir. Bu şekilde farklılaşma grubu için hangi 

günde toplanan hücrelerin kabul edileceğine karar verilmiştir. Aynı durum geri 

farklılaşma grubu için de geçerlidir. 21. günde tripsin ile dağıtılan hücreler 1:20 

oranında hücre kültürü kaplarına ekilmiş ve glu-besiyerinde sırasıyla 2, 4, ve 7 gün 

süre ile büyütülmüş ve aynı belirteçler incelenmiştir (Şekil 3.2).  
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Şekil 3.2 MET-EMT sürecinin optimizasyonu. Epitel (CDX-2, E-cadherin) ve mezenkimal (Transgelin) 

belirteçlerin Western blot görüntüleri 

 

Epitel ve aynı zamanda farklılaşma belirteci olan CDX-2 proteinin düzeyleri, eHT-

29 alt popülasyonunda farklılaşma sürecinde artış gösterirken CDX-2 proteini mHT-

29 alt popülasyonunda geri farklılaşmanın 2. gününden itibaren tespit edilememiştir 

(Şekil 3.2). Diğer bir epitel belirteç olan E-cadherin düzeyi farklılaşmanın 20. gününe 

doğru artarken geri farklılaşma sürecinde azalmakta fakat tamamen yok olmamaktadır 

(Şekil 3.2). Mezenkimal belirteç olan transgelin ise geri farklılaşmanın olduğu yani 

mezenkimal özelliklerin geri kazanıldığı 4. günde görülürken, 7. gün örneklerinde ise 

Transgelin proteini belirlenememiştir (Şekil 3.2). 7. günde hücre yoğunluğunun %70-

80’i geçmesi nedeniyle söz konusu durum, hücrelerin kendiliğinden epitel özelliklerini 

geri kazanabildiklerini düşüncesini akla getirmektedir.  Bu optimizasyon adımı 

sonrasında epitel dönüşümün 20. günde gerçekleştiği görülmüştür. Bu nedenle sonraki 

çalışmalarda sadece 20. gün epitel hücreleri kullanılmıştır. 

Geri farklılaşma gruplarında hücre yoğunluğundan dolayı hücrelerin tekrar epitel 

farklılaşma sürecine girebildikleri düşünülerek 20 gün farklılaşan hücreler, tripsinlerek 

toplanmıştır. Bir sonraki aşamada hücreler farklı oranlarda (1:20, 1:30, 1:40 ve 1:50) 
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ekilmiş, 2., 4. ve 7. günlerde toplanarak hücrelerdeki CDX-2 protein miktarları 

belirlenmiştir (Şekil 3.3). 

 

 
 

Şekil 3.3 Mezenkimal farklılaşma sürecinin optimizasyonu. Epitel belirteci CDX-2’nin Western blot 

görüntüleri (kDa: kilodalton) 

 

eHT-29 hücreleri ile geri farklılaşmış hücreler kıyaslandığında, CDX-2 protein 

düzeyindeki düşüşün geri farklılaşmanın 4. günde gerçekleştiğini ortaya çıkmaktadır 

(Şekil 3.3). Şekil 3.3 incelendiğinde, geri farklılaşmış hücrelerde 7. günde tekrar epitel 

dönüşüm sürecine girişin ortaya çıktığı görülmektedir. Mikroskop ile hücreler sürekli 

takip edildiğinde de 1:50 oranında ekilen hücrelerin, %50-60 doluluk oranında 

oldukları görülmüştür.   

 

4. gün mezenkimal hücreleri için 1:20 ve 1:50 oranları ile epitel (CDX-2) ve 

mezenkimal (Vimentin) belirteçler ile yapılan tespitler modelin optimizasyonunun son 

aşamasını oluşturmuştur (Şekil 3.4). 
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Şekil 3.4 Optimize örneklerin WB analizi 

 

Şekil 3.4’de görüldüğü gibi epitel farklılaşma belirteci olan CDX-2 20. günde 

artarken mezenkimal farklılaşmada azalmıştır. Mezenkimal belirteç olan vimentin, 

epitel farklılaşma örnekleri eHT-29’larda azalırken mezenkimal farklılaşma 

örneklerinde artmıştır. Bu da geri farklılaşmanın yani mezenkimal değişimin olduğuna 

işaret etmektedir. Dolayısı ile, epitel dönüşüm için farklılaşmanın 20. gün hücreleri ve 

mezenkimal dönüşüm için ise geri farklılaşmanın 4. gün gruplarında, hücre 

yoğunluğunun az olduğu 1:50 oranı olarak kullanılmasına karar verilmiştir. 

 

3.3 HT-29 MET-EMT Modelinde Epitel ve Mezenkimal Belirteçler 

 

HT-29 hücrelerinde kendiliğinden gerçekleşen MET ve EMT’nin doğrulanması 

amacı ile atasal, epitel ve mezenkimal hücre popülasyonlarında epitel (E-cadherin, 

CDX-2) ve mezenkimal (Transgelin, Vimentin) belirteçlerin protein miktarları tespit 

edilmiştir (Şekil 3.5). 
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Şekil 3.5 HT-29 MET-EMT modelinde (A) epitel ve (B) mezenkimal belirteçlerin Western blot analizi 

 

Şekil 3.5’de görüldüğü üzere epitel özellik göstermesi beklenen 20. gün 

hücrelerinde epitel belirteçler E-cadherin ve CDX-2 miktarları artmıştır. Mezenkimal 

özellik göstermesi beklenen geri farklılaşma grubunda ise epitel belirteçlerin 

miktarları azalmıştır. Mezenkimal belirteç olan transgelin ve vimentin miktarları eHT-

29 hücrelerinde azalırken mHT-29 hücrelerinde artış göstermiştir. Bu da modelin 

doğruluğunu ispatlamaktadır. Ayrıca atasal gruplarla mezenkimal grupların 

birbirlerine benzer özellik gösterdikleri de görülmektedir. 

 

3.4 HT-29 MET-EMT Modelinde Histon Modifikasyonları ve Polycomb Üye 

Proteinlerindeki Değişimler   

 

HT-29 MET-EMT dönüşümlerinde etkili olabilecek epigenetik mekanizmalardan   

H3K27me3/H3K4me3 histon modifikasyonlarındaki değişim miktarları incelenmiş ve 

elde edilen sonuçlar Şekil 3.6’da verilmiştir.  

 



 

35 
 

 

 
Şekil 3.6 HT-29 MET-EMT modelinde H3K27me3/H3K4me3 protein miktarlarının Western blot 

görüntüleri 

 

HT-29 MET-EMT modelinde atasal ve mezenkimal grupta, H3K27me3 miktarının 

azaldığı, buna karşılık H3K4me3 miktarının ise arttığı görülmektedir. Epitel grupta ise 

durum bunun tam tersi olup, epitel grupta H3K27me3 miktarı artarken H3K4me3 

miktarı azalmaktadır (Şekil 3.6). 

 

Çalışmanın bir sonraki aşamasında, H3K27me3 modifikasyonundan sorumlu PRC2 

üyesi EZH paralogları (EZH1 ve EZH2), ve bu modifikasyonun okuyucularından 

PRC1 üyesi CBX paraloglarına ait (CBX-2, CBX-4, CBX-6, CBX-7 ve CBX-8) 

protein miktarları belirlenmiş ve elde edilen sonuçlar Şekil 3.7’de gösterilmiştir. 
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Şekil 3.7 HT-29 MET-EMT modelinde Polycomb protein miktarlarının Western blot görüntüleri 

 

eHT-29 hücrelerinde, EZH1, CBX-4, CBX-7 miktarları artarken, CBX-8 ve EZH2 

miktarları ise azalmıştır (Şekil 3.7). mHT-29 hücrelerinde ise EZH1 ve CBX-4 

miktarının azalırken, CBX-7’nin neredeyse tamamen kaybolduğu gözlenmiştir. Diğer 

taraftan, mHT-29 hücrelerinde, CBX-8 ve EZH2’nin epitel hücrelere göre çok daha 

fazla ifade edildiği görülmektedir (Şekil 3.7). 

 

3.5 HT-29 MET-EMT Modelinde İlaç Hassasiyeti 

 

HT-29 MET-EMT modelinde ilaç direncinin belirlenebilmesi amacı ile atasal, 

epitel ve mezenkimal HT-29 hücrelerinin kolorektal kanser tedavisinde sıklıkla 

kullanılan oxaliplatin ve 5-florourasil (5-FU) hassasiyetleri karşılaştırılmış ve elde 

edilen sonuçlar Şekil 3.8 ve 3.9’da verilmiştir.  
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Şekil 3.8 Atasal, epitel ve mezenkimal HT-29 hücrelerinde oxaliplatin ilaç hassasiyeti MTT sonuçları. 

Her bir veri noktası n=3, ortalama±SEM göstermektedir 
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Şekil 3.9 Atasal, epitel ve mezenkimal HT-29 hücrelerinde 5-FU ilaç hassasiyeti MTT sonuçları. Her 

bir veri noktası n=3, ortalama±SEM göstermektedir 
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aHT-29, eHT-29 ve mHT-29 hücrelerine oxaliplatin için sırasıyla 5, 25, 50, 100 ve 

250 μM; 5FU için ise sırasıyla 50, 100, 250, 500 ve 1000 μM ilaç uygulanmış ve 

hücrelerin ilaçlara karşı direnci hücre canlılık testi (MTT) ile belirlenmiştir. Elde 

edilen sonuçlara göre her iki ilaç için de aHT-29, eHT-29 ve mHT-29 grupları arasında 

ilaç dozlarıyla ilişkili istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık bulunmamıştır (p<0,05). 

 

Oxaliplatin için mezenkimal hücrelerin genellikle daha yüksek canlılık oranına 

sahip olduğu saptanmış, 250 μM konsantrasyon ilaç dozunda atasal ve mezenkimal 

hücrelerin benzer canlılıkta olduğu fakat epitel hücrelerdeki ölümün daha yüksek 

oranda olduğu gözlenmiştir. Bu durum epitel hücrelerin atasal ve mezenkimal 

hücrelere kıyasla oxaliplatine karşı daha hassas olduğunu göstermektedir.  

 

5-FU ilaç dozları için atasal hücrelerde canlılığın genelde daha düşük seyrettiği, 

mezenkimal grupta ise farklı ilaç dozlarında hücre canlılığının diğer gruplara göre 

daha yüksek olduğu görülmektedir. 5-FU 1000 μM ilaç dozunda epitel ve mezenkimal 

hücrelerin benzer ve atasal gruba göre daha yüksek bir canlılık oranı gösterdiği 

belirlenmiştir.  Dolayısı ile mezenkimal hücrelerin epitel ve atasal gruplara göre, 5-

FU’e daha dirençli oldukları söylenebilir.  

 

İlaç uygulamaları sonucunda hücrelerin %50’sini öldüren minimum ilaç dozu 

(IC50) belirlenmiş olup Tablo 1’de topluca verilmiştir.  

 
Tablo 3.1 Atasal, epitel ve mezenkimal HT-29 hücrelerinde oxaliplatin ve 5-FU IC-50 değerleri 
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Mezenkimal grup her iki ilaca karşı epitel hücrelere göre daha dirençlidir (Tablo 

3.1). Ancak mezenkimal hücrelerin %50’sini öldürmek için gereken 5-FU dozu, aynı 

miktar hücreyi öldürmek için gereken oxaliplatin miktarına göre çok daha yüksektir. 

Oxalipltin için IC50 değeri atasal ve mezenkimal hücrelerde yakınken, 5-FU için atasal 

grubun en hassas grup olduğu tespit edilmiştir (Tablo 3.1). Epitel gruplar ise 

oxaliplatine’e karşı hassasken 5-FU’e karşı oldukça dirençlidirler. Atasal grupların iki 

ilaç için de gösterdikleri direnç birbirine benzemektedir (Tablo 3.1). 

 

3.6 HT-29 MET-EMT Modelinde Hücre Çoğalması  

 

MET ve EMT geçiren HT-29 hücreleri arasında çoğalma hızı açısından bir fark 

olup olmadığının tespit edilmesi amacı ile 0, 24 ve 48 saat süreyle hücrelerin çoğalma 

hızları ölçülmüş ve sonuçlar Şekil 3.10’da verilmiştir.  

 

 

 
Şekil 3.10 HT-29 hücrelerinde aHT-29, eHT-29 ve mHT-29 hücrelerinin çoğalma hızları CellTiter 

Aqueous Assay Kit (Promega) kullanılarak hesaplanmıştır. Her veri noktası n=3, ortalama±SEM. 2-

way ANOVA * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001 

 

0. saatte mezenkimal ve atasal grup arasında anlamlı bir farklılık olmadığı ancak 

epitel grupla mezenkimal ve atasal grup arasında anlamlı bir farklılık olduğu 

gözlenmiştir (Şekil 3.10). 0. saatte atasal ve mezenkimal grupların hücre çoğalma 
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hızları birbirine oldukça yakındır. 24. saate gelindiğinde bütün gruplar arasında 

anlamlı bir farklılık olduğu ancak büyük farkın epitel ve mezenkimal grup arasında 

olduğu gözlenmiştir. Son olarak 48. saate gelindiğinde durumun 24. saatle benzer 

olduğunu söylemek mümkündür (Şekil 3.10). 

 

Hücre çoğalma hızlarındaki değişimlerin daha iyi gözlenebilmesi ve grupları kendi 

içinde karşılaştırabilmek amacı ile elde edilen sonuçlar çizgi grafiği olarak Şekil 

3.11’de yeniden düzenlenmiştir. 

 

 

 
Şekil 3.11 HT-29 hücrelerinde aHT-29, eHT-29 ve mHT-29 hücrelerinin çoğalma hızlarına ait çizgi 

grafiği. Her veri noktası n=3, ortalama±SEM 

 

Gruplar kendi aralarında değerlendirildiğinde atasal hücrelerin ve mezenkimal 

hücrelerin 0. saatten 48. saate doğru hücre çoğalma hızlarının arttığı görülmektedir. 

Ancak epitel gruplarda önemli bir artış gözlenmemiştir. 
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BÖLÜM DÖRT 

TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Bu çalışmada kendiliğinden farklılaşabilen kolon kanseri hücre hattı HT-29, ilk kez 

MET-EMT modeli olarak kullanılmıştır. Modelin öncelikle karakterizasyonu 

yapılmış, sonrasında temel epigenetik histon modifikasyonlarından 

H3K27me3/H3K4me3 miktarları ve H3K27me3 modifikasyonundan sorumlu 

Polycomb proteinlerinin miktarları karşılaştırılmıştır.  Son olarak oluşturulan bu 

modelde ilaç hassasiyeti ve hücre çoğalma hızı, epitel ve mezenkimal hücre 

durumlarında karşılaştırılmıştır. 

 

MET-EMT modelini oluşturmak için öncelikle optimizasyon çalışmaları 

yapılmıştır. Bunun için hücreler %80 doluluk oranına ulaşınca glukoz yerine Gal-

besiyerine alınmış ve %100 doluluğa eriştiklerinde 0. gün olarak kabul edilmiştir. 

Farklılaşan ve geri farklılaşan hücreler farklı günlerde toplanmıştır. Bu hücrelerde 

epitel (CDX-2, E-cadherin) ve mezenkimal belirteçlerin (Transgelin) karşılaştırmaları 

sonucunda epitel grup olarak 20. günün ve mezenkimal grup olarak geri farklılaşma 4. 

gün 1:50 seyreltme oranının kullanılmasına karar verilmiştir. Böylelikle MET-EMT 

modeli için atasal HT-29 (aHT-29), 20. gün epitel (eHT-29) ve geri farklılaşmış 

mezenkimal (mHT-29) olarak üç tip hücre popülasyonu oluşturulmuştur. 

 

Modelinin doğruluğunu göstermek amacı ile yukarıda bahsedilen üç tip hücre 

popülasyonu üzerinde epitel (CDX-2, E-cadherin) ve mezenkimal belirteçlerin 

(Transgelin, Vimentin) miktarları karşılaştırılmıştır. 

 

Oluşturulan MET-EMT modelinde incelenen epitel belirteçlerden olan E-cadherin, 

epitel hücrelerde artarken mezenkimal hücrelerde azalma göstermiştir. İlk olarak 

Takeichi tarafından keşfedilen (Takeichi, 1977) E-cadherin, epitel hücrelerini yapışık 

bağlantı noktalarında birbirine bağlayan bir protein üyesidir (Wong, Fang, Chuah, 

Leong, ve Ngai, 2018).  
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E-cadherin odaklı yapılan çalışmaların bazılarında, E-cadherin ekspresyonunun 

kaybı, invaziv ve farklılaşmamış veya zayıf farklılaşmış karsinomlarla ilişkilendirilmiş 

ve E-cadherinin bir istila baskılayıcı olarak önemli bir rol oynadığı fikri ortaya 

konulmuştur (Frixen vd., 1991; Luo vd., 2013; Mayer vd., 1993; Oka vd., 1993; 

Sawada vd., 2008; Vleminckx vd., 1991). Önceki çalışmalar E-cadherin ifadesi 

kaybını EMT’nin ana nedeni olarak kabul etmişlerdir (Kalluri ve Weinberg, 2009). 

Buna karşılık yakın dönemde yapılan bazı çalışmalarda, EMT geçirmiş meme kanseri 

hücrelerinden kaynaklanan meme kanseri metastazlarının veya metastatik odakların, 

birincil tümörlere kıyasla daha farklı göründüğü ve E-cadherin ekspresyonunun arttığı 

keşfedilmiştir (Chao vd., 2010,2012; Chen vd., 2015). Mevcut çalışma kapsamında, 

HT-29 MET-EMT modelinde E-cadherinde gözlenen değişimler literatürle doğru 

orantılı olarak sonuç vermiştir (Chao vd., 2010,2012; Chen vd., 2015).  Diğer taraftan, 

E-cadherin kaybının epitelyal-mezenkimal geçişin (EMT) nedeni mi yoksa etkisi mi 

olduğu konusunda devam eden tartışmalara rağmen, E-cadherin fonksiyonel kaybı, 

sıklıkla hastalarda kötü prognoz ve sağkalım ile ilişkilendirilmektedir (Wong vd., 

2018). 

 

Çalışma kapsamında kullanılan bir diğer epitel belirteç ise CDX-2’dir. Oluşturulan 

MET-EMT modelinde CDX-2’nin epitel hücrelerde artış gösterdiği mezenkimal 

hücrelerde ise oldukça azaldığı tespit edilmiştir. Yakın zamanda klonlanmış bir 

homeobox geni olan CDX-2, bağırsak epitel hücrelerinin farklılaşmasında ve 

proliferasyonunda iş görmesinin yanı sıra bir transkripsiyon faktörünü de 

kodlamaktadır (Drummond, Putt, Fox, ve Edwards, 1997). CDX-2, iyi huylu kolon 

epitelinde ve çoğu kolorektal adenokarsinomunda ifade edilir (Barbareschi vd., 2003; 

Li ve Folpe, 2004) ve bağırsak metabolizması ve farklılaşmasında yer alan birkaç 

genin ekspresyonunu düzenler (Mallo vd., 1997).  Bir tümör baskılayıcı gen olarak 

varsayılan, CDX-2, kolorektal adenokarsinomların %85'inde baskılanır (Mallo vd., 

1997). Mevcut çalışma kapsamında elde edilen bu sonuçlar, yukarıda verilen 

literatürle uyumlu olarak normal kolon dokusuna benzer özellik gösteren epitel 

hücrelerde CDX-2’nin miktarının arttığını göstermektedir. Bu sonuçlar CDX-2’nin 

tümör baskılayıcı olarak çalıştığını destekler niteliktedir. 
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Oluşturulan MET-EMT modelinde vimentin ifadesinin mezenkimal hücrelerde 

arttığı epitel hücrelerde ise azaldığı görülmüştür. Bu sonuçlarla uyumlu olarak, 

vimentinin normal mezenkimal hücrelerde her yerde ifade edildiği, prostat kanseri, 

gastrointestinal tümörler, merkezi sinir sistemi tümörleri, meme kanseri, malign 

melanom ve akciğer kanseri dahil olmak üzere çeşitli epitel kanserlerde aşırı ifade 

edildiği bilinmektedir. Vimentinin kanserde aşırı ifade edilmesi, hızlandırılmış tümör 

büyümesi, invazyon ve kötü prognoz ile ilişkilidir ancak kanser ilerlemesindeki rolü 

belirsizliğini korumaya devam etmektedir. Yakın geçmişte yapılan çalışmalarda, 

vimentin, epitelyal–mezenkimal geçiş (EMT) için bir belirteç olarak kabul edilmesine  

rağmen, bu süreçlere aracılık eden altta yatan olaylardaki rolü tam olarak 

bilinmemektedir (Satelli ve Li, 2011). Vimentin, epitel hücrelerinin şekillerini önemli 

ölçüde değiştirmelerine ve mezenkimal fenotip sergilemelerine neden olmaktadır 

(Satelli ve Li, 2011). Kanser hücrelerinde vimentinin aşırı ifade edilmesinin tümör 

büyümesi ve metastaz ile ilişkisi nedeniyle vimentin, kanser tedavisi için dikkat çeken 

bir potansiyel hedef olarak hizmet etmekle birlikte kanserdeki spesifik rolünü 

değerlendirmek için bu konuyla ilgili daha fazla araştırma yapılması gerekmektedir 

(Satelli ve Li, 2011). 

 

Mevcut çalışma kapsamında, HT-29 MET-EMT modelinde, transgelinin de 

vimentin gibi mezenkimal hücrelerde arttığı epitel hücrelerde ise azaldığı sonucuna 

ulaşılmıştır. Diğer taraftan, atasal ve mezenkimal örneklerin protein miktarlarının 

birbirlerine yakın olduğu tespit edilmiştir. Mezenkimal belirteçlerden bir diğeri olan 

transgelin aktin bağlayıcı bir protein olup, aktin hücre iskeletinin dinamiklerini 

etkilemenin yanında bir metastaz başlatıcısı olarak da etki gösterebilir (Fu vd., 2000; 

Han vd., 2009).  

 

Özofagus kanseri (J. Zhang vd., 2011; Qi vd., 2005), pankreas kanseri (Sitek vd., 

2005; Zhou vd., 2013) gibi diğer kanser türlerinin yanında kolon kanserinde de (Lin 

vd., 2009; Yeo vd., 2010) kanserli dokularda azalan transgelin seviyeleri gözlenirken, 

artan seviyeler kötü prognoz ve metastaz ile ilişkilendirilmiştir. Çalışma kapsamında 

yapılan deneyler sonucunda elde edilen sonuçlar, oluşturulan MET-EMT modelinin 
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yukarıda verilen literatürle uyumlu sonuçlar verdiğine ve modelin doğru çalıştığına 

işaret etmektedir. 

 

MET-EMT modelinin doğruluğu ortaya konulduktan sonra dönüşümlerin plastik 

doğasına ışık tutmak amacıyla temel epigenetik modifikasyonlardan, 

H3K27me3/H3K4me3 miktarlarındaki değişimlerin yanında, H3K27me3’ün 

modifikasyonundan sorumlu Polycomb proteinleri, PRC2 üyesi EZH paralogları 

(EZH1 ve EZH2) ve PRC1 üyesi CBX paraloglarına ait (CBX-2, CBX-4, CBX-6, 

CBX-7 ve CBX-8) değerler belirlenmiştir.  

 

Polycomb protein grubu (PcG'ler), önemli biyolojik süreçleri düzenleyen ve 

kanserde kritik rol oynayan transkripsiyonel baskılayıcı komplekslerdir. Temel 

Polycomb komplekslerinden PRC1 ve PRC2'yi oluşturan proteinlerinin çok sayıda 

paralogları bulunmakta ve kompleks oluşturulurken bu farklı paraloglar görev 

alabilmektedir. Adı geçen proteinlerin neden çok çeşitlilik gösterdiği ve neye bağlı 

olarak komplekste yer aldıkları ise henüz aydınlatılamamıştır (Schuettengruber vd., 

2017). 

 

H3K27 metillenmesi kanserde baskılayıcı görev yaparken H3K4 metillenmesi ise 

arttırıcı olarak iş görmektedir. Çalışma kapsamında elde edilen sonuçlar, mezenkimal 

hücrelerde H3K27me3 miktarında bir azalışa, H3K4me3 miktarında ise bir artışa işaret 

ederken, epitel hücrelerde ise mezenkimal hücrelerinde ortaya çıkan durumun tam 

tersine bir durum tespit edilmiştir (H3K27me3 artış, H3K4me3 seviyesinde ise düşüş). 

Elde edilen bu sonuçlar modelle ve literatürle uyumludur. Gen baskılaması ile ilişkili 

bir modifikasyon olan H3K27me3, hücre farklılaşması ve çoğalması arasındaki 

dengeyi belirleyen genlerin ifadesinin düzenlenmesinde kritik bir role sahiptir. Bu 

histon modifikasyonunun seviyesindeki değişiklik, birçok kanser türünde tekrarlayan 

bir tema olarak ortaya çıkmış ve H3K27 metilasyonunun aşırı veya eksik olmasının 

onkojenik etkilere sahip olabileceğini göstermiştir (Ezponda ve Licht, 2014). EZH 

hedefi olan H3K27 metillenmesi ve bivalent promotorlarda birlikte görüldüğü H3K4 

metillenmesinin, hücre plastisitesi için önemli olduğu bilinmekle birlikte işleyiş 
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mekanizması ile ilgili bilgiler oldukça sınırlı düzeydedir (Maruyama vd., 2011, Voigt 

vd., 2013). 

 

Polycomb proteinleri PRC2 üyesi EZH paralogları (EZH1 ve EZH2) için, elde 

edilen sonuçlara göre; epitel özellik gösteren grupta EZH2’de bir azalma gerçekleşmiş 

mezenkimal özellik gösteren grupta ise epitele göre bir artış gözlenmiştir. EZH1 ise 

epitel hücrelerde artarken mezenkimal hücrelerde azalmıştır. EZH1 ve EZH2’nin ters 

orantılı olduğunu söylemek mümkündür. EZH1 ve EZH2, lizin 27'de (H3K27) histon 

H3'ün mono-, di- ve trimetilasyonunu katalizleyen histon metiltransferazlardır (Jain ve 

Di Croce, 2016). EZH2, tümör baskılayıcıların susturulmasının yanında EMT 

düzenleyen genler ve interferon sinyalleşmesine yol açmak suretiyle, melanom (Zingg 

vd., 2015), meme (Jene-Sanz vd., 2013), prostat (Genao vd., 2010), pankreas (Chen 

vd., 2010) ve endometriyal kanserler (Bachmann vd., 2006) dahil olmak üzere birçok 

farklı kanser türünde aşırı ifade edilir. Bu kanserlerin çoğunda, EZH2’nin aşırı ifadesi, 

yüksek proliferasyon, agresif tümörler ve neoplastik transformasyon ile ilişkilidir 

(Bachmann vd., 2006; Koppens ve Van Lohuizen, 2016). Oluşturulan modelde 

malignant kanser hücresine daha yakın özellik gösteren mezenkimal hücrelerde 

EZH2’nin epitel hücrelere göre daha fazla ifade edilmesi elde edilen sonuçların 

yukarıda adı geçen literatürlerle uyumlu olduğunu göstermektedir.  

 

Kolorektal kanser hücre hatlarından biri olan Caco-2 hücre hattında daha önce 

yapılan farklılaşma gen ifadesi profilleme çalışmasının verilerini içeren GSE1614 

(Fleet vd., 2003) mikroarray, GEO2R (Gene Expression Omnibus, National Institute 

of Health) ile analiz edildiğinde farklılaşmamış ve farklılaşmış Caco-2 hücrelerinde 

farklı EZH ve CBX paraloglarının tercih edildiği belirlenmiştir. Buna göre farklılaşan 

Caco-2 hücrelerinde, EZH2 azalırken, EZH1’in arttığı görülmektedir. HT-29, 

kolorektal kanserde kullanılan başka bir hücre hattı olarak Caco-2 ile benzerlik 

göstermektedir. 

 

EZH2'yi mutasyona uğratmak veya silmek, H3K27me3'ü artırarak veya azaltarak 

hem onkojenik hem de tümör baskılayıcı işlevlere sahip olabilir (Jain ve Di Croce, 

2016). H3K27me3'ün hücre döngüsü sırasında kendi kendine çoğaldığı ve G0 fazında 
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hücre döngüsü durmasıyla arttığı da gösterilmiştir (Alabert vd., 2015). Prostat kanseri 

hücrelerinde, EZH2’nin ifade edilmemesi genellikle hücre döngüsünün durmasına yol 

açar. Bu nedenle, işareti bırakan enzimlerin yokluğunda bile H3K27me3 kaybı, 

yayılmasının doğası gereği Polycomb bileşenlerinin dinamiklerini takip etmeyebilir 

(Jain ve Di Croce, 2016). EZH, Lys27 metilleyen bir enzim olup epitel hücrelerde 

EZH2 miktarlarının azalması ve Lys27 metillenmesindeki artış uyumlu gibi 

görünmemektedir. Fakat protein miktarındaki değişim her zaman enzim aktivitesiyle 

doğru orantılı olmayabilir bu sebeple EZH1/2’nin aktivitesi ileriki aşamalarda 

araştırılması gereken bir konudur. Bunun yanı sıra Lys27’yi metilleyen EZH 

paralogunun hangisi olduğu bilinmemektedir. EZH1’de epitel hücrelerde bir artış 

olduğundan yukarıda bahsedilmiştir. Dolayısıyla Lys27’yi metilleyen EZH paralogu, 

EZH1 olabilir. 

 

H3K27me3 okuyucularından, PRC1 üyesi CBX paralogları CBX-2 ve CBX-6 

proteini, çalışılan hücre modelinde tespit edilememiştir. CBX-7 ise epitel hücrelerde 

artarken mezenkimal hücrelerde azalmıştır. CBX-7 kanser alanında en çok çalışılan 

CBX proteinidir. Çalışmanın bulgularıyla uyumlu olarak, CBX-7’nin kolon 

kanserinde azaldığı bilinmektedir.  Bu protein hematolojik malignitelerde onkogen 

olarak görev yaparken, epitel temelli malignitelerde tümör baskılayıcı olarak işlev 

görür (Koppens ve Van Lohuizen, 2016). CBX-7, kolon kanserinde çoklu 

klinikopatolojik parametrelerle ilişkilidir. Normal kolon mukozası ile 

karşılaştırıldığında, çok sayıda kolon kanseri örneğinde CBX-7 ifadesi ya azalmakta 

ya da hiç bulunmamaktadır. Söz konusu olan bu durumlar kolon kanseri hastalarının 

kötü prognozu ile dikkate değer bir şekilde ilişkilidir (Pallante vd., 2010). Bununla 

birlikte CBX-7’nin transkripsiyonel düzeyde baskılanma mekanizması belirsizliğini 

korumaktadır. CBX-7, E-cadherin ifadesi ile pozitif yönde ilişkilidir (Federico vd., 

2009; Pallante vd., 2010). CBX-7 akciğer kanserinde, siklin E ifadesinin inhibisyonu 

yoluyla tümör baskılayıcı bir işlev oynamaktadır (Parreno , Martinez, ve Cavalli, 

2022). Literatürde verilen CBX-7 ve E-cadherin ifadesinin pozitif olarak ilişkili olma 

durumu oluşturulan modelde de gösterilmiştir. Epitel özellik gösteren hücrelerde hem 

CBX-7 miktarı hem de E-cadherin miktarı artış göstermiştir. 
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HT-29 MET-EMT modelinde, CBX-8’in mezenkimal özellik gösteren hücrelerde 

artış gösterdiği belirlenmiştir. Söz konusu durum, CBX-8’in onkogen olarak görev 

yapabileceğini işaret etmektedir. CBX-8'in işlevleri karmaşık olup önceki 

çalışmalarda CBX-8'in belirli kanser türlerinde onkogen olarak işlev gördüğünü 

belirten sonuçlar ortaya konulmuştur (Y. Zhang vd., 2019). Örneğin, CBX-8 

hepatoselüler karsinomda (HCC) (Zhang vd., 2018) ve meme kanserinde (Chung vd., 

2016) tümör büyümesini ve metastazı kolaylaştırırken, kolorektal kanserde (Yang vd., 

2014, 2015) tümör proliferasyonunu tetiklemesinin yanında tümör apoptozunu da 

engelleyebilir. Yapılan bir çalışmada CBX-8'in KRK'de ifadesinin arttığı ve p53'ü 

baskılayarak KRK çoğalması için gerekli olduğu, buna karşın CBX-8'in parçalanması 

sonucu KRK metastazını desteklediği bulunmuştur (Tang vd., 2014). CBX-8, kök 

hücre farklılaşmasında kritik bir rol oynar. İnsan kolon kanseri hücre hattında yapılan 

bir deneyde hücreler IGF1R (İnsülin benzeri büyüme faktörü-1) ile muamele edilmiş 

ve bu muamele sonucu hücrede CBX-8 ekspresyonunun arttığı gözlenmiştir. Bunun 

sonucunda hücredeki apoptoz baskılanmıştır. CBX-8'in inhibisyonu veya aşırı 

ekspresyonu, kolon kanseri hücrelerinin apoptoz sürecini düzenleyebilir. Bu nedenle, 

yapılan çalışmalar CBX-8'in kolon kanseri tedavisinde yeni bir terapötik hedef 

olabileceğine işaret etmektedir (Yang vd., 2015). 

 

Epitel ve mezenkimal hücrelerde ifadelerinin birbirine zıt düzenlendiği saptanan 

chromobox paraloglarından CBX-7 ve CBX-8 proteinleri ileride yapılacak çalışmalar 

için iyi bir hedef teşkil etmektedir. Hedef genlerin promotor bölgelerine bağlanma 

kapasiteleri ve buna bağlı olarak EMT-MET sürecinin nasıl etkilendiği araştırılması 

gereken bir diğer konuyu teşkil etmektedir. 

 

Oluşturulan MET-EMT modelinde, CBX-4 epitel hücrelerde artarken mezenkimal 

hücrelerde azalmıştır. CBX-4, kolorektal kanserde tümör baskılayıcı olarak iş 

görmekte olup hücre göçü, istilası ve metastazın engellenmesini sağlamaktadır. 

(Parreno vd., 2022). Diğer taraftan, CBX-4, Dnmt3b ve Jarid1b ile etkileşime girerek 

transkripsiyonel baskıyı artırıcı potansiyele de sahiptir (Kim vd., 2008; Zhou vd., 

2009). HT-29 MET-EMT modelinde CBX-4’ün epitel hücrelerde artıp, mezenkimal 
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hücrelerde azalıyor oluşu, çalışmanın bulgularının bahsi geçen literatür ile uyumlu 

olduğunu göstermektedir.           

                

Oluşturulan MET-EMT modelinin karakterizasyonu amacı ile epitel ve 

mezenkimal hücrelerin, KRK’de sık kullanılan bileşiklere karşı ilaç direnci 

incelenmiştir. Aslında kansere bağlı ölümlerin çoğu, kanserin ilerlemesi ve kemoterapi 

sırasında ortaya çıkan ilaç direncinin neden olduğu kemoterapi başarısızlığından 

kaynaklanmaktadır. Dolayısıyla ilaç direnci mekanizmalarının ve bunların tersine 

çevrilme stratejilerinin araştırılması kanser kemoterapisinin başarısında önemli bir rol 

oynamaktadır (Hu vd., 2016). 5-florourasil (5-FU) direnci, kolon kanseri için 

geleneksel kemoterapinin başarısız olmasının başlıca nedenidir (Denise vd., 2015). 

Bununla birlikte, mevcut sistemik kemoterapilere yanıt oranı %50'ye ulaşabilse de, 

hemen hemen tüm kolon kanserli hastalarda ilaç direncinin geliştiği ve antikanser 

ajanların terapötik etkinliğini sınırladığı ve nihayetinde kemoterapi başarısızlığına yol 

açtığı bildirilmektedir (Dallas vd., 2009). 

 

Kolorektal kanser için mevcut çeşitli tedaviler (radyasyon, cerrahi) arasında 

kemoterapi en uygulanabilir tedavi stratejisi olarak karşımıza çıkmaktadır (Cheng vd., 

2016). Ancak, kemoterapinin normal hücrelere neden olduğu olumsuz etkiler, esas 

olarak kayda değer etkinliği azaltmaktadır (Morse vd., 2019). Oxaliplatin, fluorourasil 

ve lökovorin ile kombine edildiğinde metastatik kolorektal kanser için en etkili 

kemoterapiler arasında yer alan üçüncü nesil bir platin türevidir (Bensmaine vd., 2016; 

Giacchetti vd., 2010; de Gramont vd., 2000; Goldberg vd., 2004). Sisplatin ve 

karboplatin gibi diğer platin bazlı kemoterapi ajanlarıyla karşılaştırıldığında, 

oxaliplatin daha yüksek etkinliğe ve daha düşük toksisiteye sahiptir ve sisplatin ile 

çapraz direnç göstermez (Sloop vd., 2019). Kolon kanseri tedavisinde kullanılan bir 

diğer ilaç ise 5-FU’dur. Florourasil (FU) bazlı adjuvanın özellikle kolon kanserinin III. 

evresinde kemoterapinin nüksünü azalttığı ve sağkalımı sağladığı bilinmektedir 

(André vd., 2009).  

 

Yapılan çalışmada hücrelere farklı dozlarda 5-FU ve oxaliplatin ilaçları 

uygulanmıştır. Yapılan deneyler sonucunda oluşturulan üç hücre popülasyonunda da 
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ilaca karşı ciddi bir hassasiyet görülmemiştir. Oxaliplatin için mezenkimal hücreler 

genellikle daha yüksek canlılık oranına sahipken, 250 μM konsantrasyon ilaç dozunda 

atasal ve mezenkimal hücrelerin benzer canlılıkta olduğu fakat epitel hücrelerdeki 

ölümün daha yüksek oranda olduğu gözlenmiştir. Bu durum epitel hücrelerin atasal ve 

mezenkimal hücrelere kıyasla oxaliplatine karşı daha hassas olduğunu göstermektedir. 

5-FU ilaç dozları için atasal hücrelerde canlılığın genelde daha düşük seyrettiği, 

mezenkimal grupta ise farklı ilaç dozlarında hücre canlılığının diğer gruplara göre 

daha yüksek olduğu görülmüştür. 5-FU 1000 μM ilaç dozunda epitel ve mezenkimal 

hücreler benzer ve atasal gruba göre daha yüksek bir canlılık oranı göstermiştir.  

Dolayısı ile mezenkimal hücrelerin epitel ve atasal gruplara göre 5-FU’e daha dirençli 

oldukları söylenebilir. Günümüzde kolon kanseri tedavisinde bu iki ilaç hastalara 

kombine şekilde verilmektedir. İleriki aşamalarda bu modelde iki ilacın kombine 

etkileri araştırılması gereken bir konudur. 

 

Geçtiğimiz yıllarda yapılan bir çalışmada 5-FU ilacına duyarlı kolon kanseri hücre 

hattı ile ilaca dirençli hücre hattı karşılaştırılmıştır. Bu karşılaştırma sonucunda 5-

FU'ya dirençli kolon kanseri hücreleri artan EMT ve azalmış apoptoz göstermiş ayrıca 

ilaca dirençli grupta epitel belirteç olan E-cadherin’in olmadığını da doğrulamıştır 

(Wang vd., 2020). Elde edilen sonuçlara göre oluşturulan MET-EMT modelinde 

mezenkimal hücreler 5-FU ilacına karşı diğer gruplardan daha fazla direnç 

göstermişlerdir. Ayrıca mezenkimal özellik gösteren hücrelerde E-cadherin miktarının 

azaldığı da gözlenmiştir. Dolayısıyla elde edilen veriler bahsedilen çalışma ile doğru 

orantılıdır.       

 

Son olarak atasal, epitel ve mezenkimal özellik gösteren gruplarda hücre çoğalma 

hızları karşılaştırılmıştır. Sonuçlar epitel hücrelerin çoğalma hızlarının atasal ve 

mezenkimal hücrelere göre daha düşük olduğunu göstermiştir. Yapılan çalışmalarda 

artan hücre proliferasyonu hem oral epitel displazisi hem de oral skuamöz hücreli 

karsinom bir özelliği olarak tespit edilmiş ve bu nedenle malign transformasyon 

riskinin artmasıyla ilişkilendirilmiştir. (Jordan vd. 1998; Oliver vd. 2000; Thomson 

vd. 1999). Bu çalışmaya göre malign transformasyon ile hücre çoğalma hızı arasında 

bir ilişki bulunmaktadır. Epitel hücrelerin normal kolon hücresine benzer özellik 
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göstermesi mezenkimal hücrenin ise kanser hücresine benzer özellik göstermesini 

beklemekteyiz. Bu sebeple kanser hücrelerine benzeyen mezenkimal örneklerin 

çoğalma hızının normal kolon hücresine benzeyen epitel örneklere göre daha fazla 

olması şaşırtıcı bir durum değildir. Dolayısıyla tümör özellliği gösteren mezenkimal 

hücrelerin daha proliferatif olması beklenilen bir durumdur. 

 

Ancak yapılan bir başka çalışmada epitel hücre grupları mezenkimallerden daha 

yüksek çoğalma gösterirken, farklı EMT alt popülasyonları arasında çoğalma hızında 

hiçbir fark gözlenmemiştir (Pastushenka vd., 2018). Bir başka çalışmada da yine aynı 

şekilde epitel hücrelerin mezenkimal hücrelere göre çoğalma hızlarının çok daha 

yüksek olduğu gösterilmiştir (Pastushenka ve Blanpain, 2019). Elde edilen bu sonuç 

oluşturulan modelde elde edilen sonuçla negatif ilişki göstermektedir. Ancak 

mezenkimal hücrelerin daha fazla kök hücre özelliği göstermesi, bunun sonucunda 

daha az bölünmeleri ve hücre çoğalma hızlarının daha düşük olması da beklenilebilen 

bir durumdur. 

 

Sonuç olarak bu çalışmada kolon kanseri dahil olmak üzere pek çok kanser türünde 

önemli bir mekanizma olan MET-EMT sürecinin incelenebilmesi amacı ile literatüre 

yeni bir model kazandırılmış, bu süreçte meydana gelen epigenetik değişiklikler 

incelenmiş, ilaç hassasiyeti ve hücre çoğalma profillemesi yapılmıştır. HT-29’daki 

farklılaşmanın herhangi bir uyarıcı yoluyla değil kendiliğinden gerçekleşiyor olması 

çalışmanın özgün bir yanını oluşturmaktadır. EMT programı sıklıkla çalışılan bir 

program olmasına rağmen bunun tam tersi olan MET programı hakkındaki çalışmalar 

oldukça sınırlı düzeydedir. Bu modelde EMT programının yanı sıra MET programı da 

aynı genetik alt yapıya sahip hücrelerde detaylı olarak incelenebilmiştir. Çalışma, 

kolon kanserinde ve MET-EMT sürecinde epigenetik mekanizmaların aydınlatılması 

ve yeni tedavi hedeflerinin tespit edilmesi yolunda önemli bir adımı oluşturmaktadır.            
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